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DESCRIPCION

Regeneracién e incremento de hueso utilizando células madre mesenquimales.

Se ha demostrado recientemente que las células madre mesenquimales (CMM) aut6logas derivadas de médula
6sea expandidas en cultivo regeneran defectos dseos clinicamente significativos. Mediante la utilizacién de técnicas
para el aislamiento y cultivo de CMMs humanas, deberia resulta posible implementar estrategias terapéuticas basadas
en la administracion de las propias células de un paciente que han sido recolectadas mediante una simple aspiracién
en la cresta ilfaca. Este procedimiento podria proporcionar una alternativa al injerto de hueso autégeno, y resultard
particularmente Ttil en contextos clinicos, tales como el envejecimiento y la osteoporosis, en las que se reducen el
nimero y/o funcién de las CMMs endégenas.

La reparacion de defectos segmentarios grandes en el hueso diafisario es un problema significativo al que deben
hacer frente los cirujanos ortopédicos. Aunque dicha pérdida de hueso puede producirse como resultado de una lesién
aguda, estos defectos masivos cominmente se presentan secundariamente a malformaciones congénitas, tumores be-
nignos y malignos, infeccién 6sea y la no unién de fracturas. La utilizacién de material autélogo fresco de injertacién
dsea se ha considerado el estdndar histdrico de tratamiento, aunque se asocia a morbilidad sustancial, incluyendo in-
fecciones, malformaciones, dolor y pérdidas de funcidén (72, 149). Las complicaciones resultantes de la obtencién de
injerto, en combinacién con la cantidad limitada disponible, han inspirado el desarrollo de estrategias alternativas para
la reparacién de defectos éseos clinicamente significativos. El enfoque principal a este problema se ha centrado en el
desarrollo de materiales efectivos de implante 6seo.

Han surgido tres clases generales de implantes dseos a partir de dichos esfuerzos de investigacion, categorizadas
como osteoconductores, osteoinductores o directamente osteogénicos. El hueso de aloinjerto probablemente es el tipo
mejor conocido de implante osteoconductor. Aunque se ha utilizado ampliamente durante muchos afios, el riesgo de
transmision de enfermedades, el rechazo del huésped y la falta de osteoinduccién comprometen su deseabilidad (76).
Entre los implantes osteoconductores sintéticos se incluyen los fibrometales de titanio y la cerdmica compuesta de
hidroxiapatito y/o fosfato de tricalcio. La naturaleza favorablemente porosa de estos implantes facilita el crecimiento
dseo, pero su falta de potencial osteoinductor limita su utilidad. También se ha estudiado una diversidad de compuestos
osteoinductores, incluyendo la matriz de hueso desmineralizado (34, 45), que es conocido que contiene proteinas
morfogénicas 6seas (BMP). Desde el descubrimiento original de Urist de las BMP (138), otros han caracterizado,
clonado, expresado e implantado BMPs purificadas o recombinantes en sitios ortotdpicos para la reparaciéon de grandes
defectos 6seos (44, 126, 146, 147). El éxito de este enfoque se ha basado en la presencia de células mesenquimales
capaces de responder a la sefial inductora proporcionada por las BMP (74, 129). Son estos progenitores mesenquimales
que experimentan diferenciacién osteogénica y que son finalmente responsables de la sintesis de hueso nuevo en el
sitio quirdrgico.

Una alternativa al enfoque osteoinductor es la implantacién de células vivas que son directamente osteogénicas.
Debido a que se ha demostrado que la médula 6sea contiene una poblacion celular que presenta potencial osteogénico,
algunos autores han concebido terapias experimentales basadas en la implantacién de médula autéloga fresca o singé-
nica en sitios que requieren la reparacion esquelética (26, 27, 49, 105, 113, 144, 145). Aunque la idea es tedricamente
solida, en la practica la obtencion de suficiente médula 6sea, con el nimero requerido de células osteoprogenitoras,
resulta un factor limitante.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona composiciones para dirigir la diferenciacién de las CMMs cultivadas in vitro
hacia rutas de linajes celulares especificos antes o durante la implantacidn de las mismas para el tratamiento terapéutico
de procedimientos electivos o condiciones patoldgicas en seres humanos y en otras especies. La utilizacién de CMMs
tanto aut6logas como alogénicas se encuentra contemplada en la presente invencion.

En particular, la presente invencién proporciona una composicién para incrementar la formacién de hueso, com-
prendiendo la composicién un biopolimero reabsorbible seleccionado de entre el grupo constituido por gelatina, celu-
losa y coldgeno en combinacion con células madre mesenquimales aisladas, en la que el biopolimero reabsorbible es
una esponja, tira, pelicula o malla, o un implante tridimensional estructuralmente estable en forma de cubo, cilindro o
bloque, o conformado en una forma anatémica, y con la condicién de que las células madre mesenquimales no sean
células madre embrionarias humanas. El biopolimero reabsorbible puede encontrarse en forma particulada. La gelatina
puede ser una gelatina derivada de piel bovina.

En una forma de realizacién, la composicién comprende ademds por lo menos un factor bioactivo que induce
o acelera la diferenciacion de dichas células madre mesenquimales en el linaje osteogénico. En la presente forma
de realizacion, las células pueden ponerse en contacto con el factor bioactivo ex vivo o al encontrarse en contacto
con el biopolimero reabsorbible. Preferentemente, el factor bioactivo es un glucocorticoide sintético, preferentemente
dexametasona, o una proteina morfogénica 6sea, preferentemente seleccionada de entre el grupo constituido por BMP-
2, BMP-3, BMP-4, BMP-6 y BMP-7. Preferentemente, la proteina morfogénica ésea se encuentra en un portador
liquido o semisdlido adecuado para la inyeccion intramuscular, intravenosa, intramedular o intraarticular.
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Ademds, la presente invencion proporciona la utilizacién de una composicién segun la invencién para la prepa-
racién de una composicion farmacéutica para incrementar la formacién de hueso en un individuo que necesita de
la misma. En una forma de realizacidn, la composicién farmacéutica comprende una cantidad incrementadora de la
formacién de hueso.

Las investigaciones informadas en la presente memoria confirman el potencial osteogénico in vitro e in vivo de
las CMMs al implantarlas en un sitio subcutdneo ectdpico, e ilustran que las CMMs purificadas y expandidas en
cultivo pueden regenerar un defecto dseo segmentario que de otra manera resultaria en una no unién clinica. Estos
experimentos compararon el potencial de cicatrizacién de las CMMs administradas en un medio osteoconductor,
osteoinductor u otro medio reabsorbible apropiado. También se ha demostrado la formacién de novo de hueso en el
sitio de una fusién deseada, por ejemplo en fusiones espinales o articulares.

La composicién de la invencion resulta util para llevar a cabo la reparacion o la regeneracion de defectos dseos en
un animal o individuo que necesita de la misma. Entre dichos defectos se incluyen, por ejemplo, defectos éseos seg-
mentarios, no uniones, malas uniones o uniones retrasadas, quistes, tumores, necrosis o anormalidades del desarrollo.
Otras condiciones que requieren el incremento dseo, tales como la reconstruccion de articulaciones, la reconstruccién
cosmética o la fusion dsea, tal como la fusion espinal o la fusion articular pueden tratarse en un individuo mediante la
administracién, por ejemplo en el sitio del hueso que requiere el incremento, de médula completa fresca y/o de células
madre mesenquimales humanas aisladas o combinaciones de los mismos en el medio basado en gelatina, celulosa o
coldgeno en un grado suficiente para incrementar la formacién de hueso a partir de las mismas. La composicién tam-
bién puede contener uno o mas componentes que degradan, reabsorben o remodelan a velocidades que se aproximen
a las de formacidn de tejido nuevo.

La invencién también contempla la utilizacién de otros componentes de la matriz extracelular, conjuntamente con
las células, de manera que se consiga la osteoconduccion u osteoinduccién. Ademds, mediante la modificacién de las
proporciones de los componentes en dichas matrices biodegradables, pueden ajustarse las propiedades de manipula-
cién quirtdrgica de los implantes de biomatrices de células, desde una matriz dimensionalmente estable, tal como una
esponja o una pelicula, hasta unos polvos.

La composicién anteriormente indicada puede comprender ademds por lo menos un factor bioactivo que induzca
o acelere la diferenciacién de las células madre mesenquimales para formar el linaje osteogénico. Las CMMs pueden
ponerse en contacto con el factor bioactivo ex vivo y preferentemente se ponen en contacto con el factor bioactivo
durante el contacto de las CMMs con la matriz. El factor bioactivo puede ser, por ejemplo, un glucocorticoide sinté-
tico, tal como dexametasona, o una proteina morfogénica dsea, tal como BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-6 o BMP-
7. La proteina morfogénica 6sea puede encontrase en un portador liquido o semisélido adecuado para la inyeccién
intramuscular, intravenosa, intramedular o intraarticular.

Mas particularmente, la composicién de la invencién resulta 1itil como implante rigido de matriz de células para
defectos segmentarios grandes y fusiones o no uniones espinales. Los implantes de matriz de células ajustados al
paciente que contienen CMMs autélogos o alogénicos pueden administrarse utilizando técnicas quirirgicas abiertas o
artroscopicas o la insercion percutdnea, por ejemplo la inyeccién directa, la canulacién o la cateterizacion.

En una forma de realizacion preferida, se obtiene una composicion de células madre mesenquimales humanas
(CMMhs) a partir de preparaciones expandidas en cultivo homogéneas derivadas a partir de médula completa (u otra
fuente prenatal o post-natal de CMMhs autdlogas o alogénicas) o a partir de cultivos enriquecidos o heterogéneos que
contienen una dosis efectiva de CMMhs. La clave para los resultados clinicos efectivos utilizando la terapia de CMM
es proporcionar al paciente el nimero de células madre mesenquimales que repare el hueso u otro defecto de tejido. Se
hace referencia a lo anterior como “umbral regenerativo de las CMM”, o aquella concentracién de CMMs necesaria
para conseguir la reparacién directa del defecto de tejido. El umbral regenerativo de las CMMs varfa con: 1) el tipo
de tejido (es decir, hueso, cartilago, ligamento, tendon, muisculo, estroma medular, dermis y otros tejidos conectivos),
2) el tamaifio o extensién del defecto de tejido, 3) la formulacién con portador farmacéutico, y 4) la edad del paciente.
En un medio completo o en medio libre de suero definido quimicamente, las CMMhs expandidas en cultivo y aisladas
son capaces de incrementar la formacién de hueso. En un medio osteoconductor u otro medio optimizado, tal como
un biopolimero reabsorbible, la médula 6sea completa fresca que contiene aproximadamente 10* CMMs por ml de
médula también resulta capaz de incrementar la formacién de hueso. Las combinaciones de dichas técnicas también
se encuentran contempladas.

La invencidn resulta ttil para la administracién de: (i) células madre mesenquimales humanas expandidas en
cultivo y aisladas, (ii) médula 6sea recién aspirada, o (iii) la combinacién de las mismas en un material portador o
matriz, proporcionando un drea de fusién 6sea y una masa de fusién mejorados en comparacién con la matriz sola.
Resulta particularmente preferida la administraciéon de una composicién que comprende células madre mesenquimales
purificadas y aspirados frescos de médula 6sea administrados en un material portador o matriz, proporcionando un drea
de fusién 6sea y una masa de fusién mejorados.

Pueden obtenerse células de médula 6sea a partir de cresta iliaca, fémures, tibias, columna, costillas u otros espacios
medulares. Entre otras fuentes de células madre mesenquimales humanas se incluyen el saco vitelino embrionario, la
placenta, el cordén umbilical, el periostio, la piel fetal y adolescente y la sangre.
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La composicién también puede contener componentes adicionales, tales como factores osteoinductores. Entre di-
chos factores osteoinductores se incluyen, por ejemplo, dexametasona, 2-fosfato de dcido ascorbico, S-glicerofosfato
y proteinas de la superfamilia TGF, tales como las proteinas morfogénicas éseas (BMPs). La composicién también
puede contener antibidtico, antimicético, antiinflamatorio, inmunosupresor y otros tipos de agentes terapéuticos, con-
servantes y excipientes.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A-1D. Fotomicrografias de contraste de fases de cultivos de CMMs de rata en diversas etapas del des-
arrollo.

Figura 1A. Una colonia de CMM el dia siete de cultivo primario estd compuesto de células uniformemente ahusa-
das.

Figura 1B. Las CMMs de rata de pase uno se encuentra distribuidas uniformemente sobre la superficie de la placa
4 dias después de la nueva siembra en placa.

Figura 1C. Las CMMs de rata cultivadas en medio de control durante veintiocho dias se convirtieron en conflu-
yentes y multicapa, pero no forman nédulos mineralizados. La tincién con APasa (gris oscuro) revela una fraccion de
las células que es positiva.

Figura 1D. Los cultivos de CMMs de rata cultivados en presencia de suplementos osteogénicos durante veintiocho
dias forman nédulos mineralizados que se tifien de negro mediante el método von Kossa. Los cultivos celulares se
tifieron con las técnicas histoquimicas de la APasa y de von Kossa tal como se indica posteriormente (no tefiidos (a,
b), histoquimica de fosfatasa alcalina y von Kossa (c, d), todos a x45).

Figura 2. Micrografia éptica de una seccién histolégica representativa de un implante de HA/TCP cargado de
CMMs situado ectdpicamente en tejido subcutdneo. Se cargaron las CMMs y la muestra se implanté tal como se
ha indica posteriormente, se recolectaron a las ocho semanas, se descalcificaron y se procesaron en parafina para la
microscopia. Unicamente quedan restos de la cerdmica HA/TCP (c), mientras que los poros del implante se encuentran
llenos de hueso (b), vasos sanguineos (v) y elementos hematopoyéticos, incluyendo adipocitos (azul de toluidina O,
x70).

Figura 3A-3H. Radiografias de alta resolucién que muestran la cicatrizacion del defecto segmentario a las cuatro
y a las ocho semanas con diversos implantes. Las radiografias se obtuvieron en un sistema formador de imagenes
Faxitron inmediatamente después del sacrificio. La placa de fijacién con polietileno se encuentra en la parte superior
del hueso en cada radiografia. La radiografia de las cuatro semanas se encuentra a la izquierda, y la radiografia de
las ocho semanas se encuentra a la derecha para cada grupo. La radiodensidad del material de HA/TCP revela la
naturaleza porosa y el canal central de cada implante.

Figuras 3A y 3B. Defectos que se dejaron vacios.
Figuras 3C y 3D. Defectos con portador de HA/TCP solo.
Figuras 3E y 3F. Defectos con portador HA/TCP cargado con CMMs.

Figuras 3G y 3H. Los defectos con un portador HA/TCP cargado con médula. Los defectos que se dejaron vacios
tras la reseccion segmentaria del hueco experimentaron la formacién de hueso reactivo en los extremos cortados del
hueso, conduciendo a una cldsica no unién en este modelo bien establecido. A las cuatro semanas, las cargas cargadas
con CMM empiezan a llenar los poros del material del implante. No resulta evidente ninguna unién en ninguin tipo
de implante a las cuatro semanas. A las ocho semanas, se ha producido una unién modesta de la interfaz huésped-
implante en los grupos de portador (d) y de portador mas médula, aunque resulta evidente la integraciéon completa y la
formacién de puente 6seo en el grupo de portador mas CMM (f). El llenado total de los poros con hueso en la muestra
cargada con CMM también resulta evidente en el panel F (x1,5).

Figura 4A-4F. Micrografias dpticas que muestran una cicatrizacion representativa del defecto segmentario a las
cuatro y a las ocho semanas con diversos tipos de implante. Se recolectaron, fijaron, deshidrataron, aclararon, in-
sertaron en polimetilmetacrilato, cortaron y molieron hasta un espesor de 100 micrémetros extremidades intactas
previamente a la tincién. Algunos animales recibieron inyecciones de tinta china para permitir la visualizacién del
arbol vascular, presente en los paneles B, C, D y E en forma de tincién negra. El material HA/TCP presenta una apa-
riencia artefactualmente negra en estas fotomicrografias, como resultado del procesamiento sin descalcificacién. Los
margenes cortados de los cortex del huésped se indican con flechas en a y b, y se presentan secciones similares en
todos los demads paneles.

Figuras 4A y 4B. Defectos con portador HA/TCP solo a las cuatro y a las ocho semanas, respectivamente.

Figuras 4C y 4D. Defectos con un portador de HA/TCP cargado con CMM a las cuatro y a las ocho semanas,
respectivamente.
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Figuras 4E y 4F. Defectos con HA/TCP cargado con médula a las cuatro y a las ocho semanas, respectivamente.
El hueso nuevo presente dentro de los poros o en la interfaz huésped-implante presenta una apariencia azul o violeta
en estos especimenes. Resulta importante que dnicamente las muestras que contenian un implante cargado con MSC
cicatrizan con efectividad el defecto, tal como indica la cantidad sustancial de hueso presente dentro del implante y en
la interfaz con el huésped en los paneles ¢ y d. Ver el texto para mds detalles (azul de toluidina O, x8).

Figura 5A-5B. Micrografias dpticas de alta magnificacion que muestran la regeneracion sea a las ocho semanas en
huecos segmentarios con un implante de HA/TCP cargado con CMM. El panel a muestra el margen cortado (flechas)
del cortex del huésped con hueso nuevo en aposicion directa. El hueso nuevo en esta interfaz huésped-implante es
contigua al hueso formado en los poros del portador HA/TCP. El panel b muestra hueso de tipo tanto lamelar como
tejido (azul) que llena los poros del portador HA/TCP. El portador presenta un color negro en estas imdgenes como
resultado espurio de la preparacién sin descalcificacién del espécimen. Los vasos sanguineos (v) que orientan la
actividad secretoria de los osteoblastos resultan evidentes dentro de los poros (azul de toluidina O, x75).

Figura 6. Diferenciacion osteogénica de CMMs humanos in vitro. Fotomicrografias de contraste de fases (a, b) de
cultivos de CMM humanas bajo condiciones de crecimiento y osteogénicas.

Figura 6A. CMMs de primer pase muestran una morfologia de huso caracteristica y se encuentran distribuidos
uniformemente en la superficie de la placa tras la nueva siembra en placa.

Figura 6B. Los cultivos de CMM en presencia de OS durante 16 dias forman agregados nodulares mineralizados
que se tifien de gris para la APasa y de negro para la matriz mineralizada (no tefiido (@) x 18, APasa e histoquimica de
von Kossa (b), x45).

Figura 6C. Actividad de APasa y deposicion de calcio en cultivos de CMM cultivados en medio de control o en
medio de OS, dias 4, 8, 12 y 16. Se recolectaron muestras en los dias indicados y se determind la actividad de APasa,
el nimero de células y la deposicién de calcio tal como se describe en la seccién Materiales y métodos. Los resultados
representan la media + SD de cultivos por triplicado procedentes del primer pase de las células. *P<0,05, 1P<0,005
(en comparacién con el control).

Figura 7. Micrografia ptica de una seccidn histolégica representativa de un implante de HA/TCP cargado con
CMMs humanas situado ectépicamente en tejido subcutdneo de una rata atimica. Las CMMs se cargaron en la ce-
rdmica, se implantaron tal como se describe en la seccion Materiales y métodos, se recolectaron a las 12 semanas,
se descalcificaron y se procesaron en parafina para la microscopia. Unicamente quedaron residuos de la cerdmica
HA/TCP (c), mientras que los poros del implante se encontraban llenos de hueso (b), vasos sanguineos (flecha) o teji-
do fibroso (f). Se observan osteoblastos cuboidales revistiendo la superficie del hueso en desarrollo (azul de toluidina
0O, x75).

Figura 8. Modelo y radiografia de defecto segmentario de hueco. (a) Placa de fijacion de polietileno que se sitiia en
el aspecto lateral de un fémur de rata representativo. Se utilizaron cuatro tornillos bicorticales y 2 alambres de cerclaje
para fijar la placa. Se extrajo un segmento de hueso de 8§ mm conjuntamente con su periostio adherente, y se introdujo
un implante cerdmico, con o sin células, en el sitio del defecto. Los musculos situados encima se devolvieron a su
posicién anatdmica correcta y se cerrd la piel con suturas reabsorbibles. Las radiograffas de alta resolucién obtenidas
inmediatamente después del sacrificio muestran la extensién de la cicatrizacién del defecto segmentario a las 12
semanas con los 2 tipos de implante (b, ¢). Aunque la integracién total del implante en la interfaz huésped-cerdmica
resulta evidente en el grupo de portador mas CMM (b), sélo se observé una unién modesta en los implantes sin células
(c). Los poros del implante cargado de CMM se llenaron de hueso en todo el hueco, pero el portador sin células
contenia poco hueso y varias grietas.

Figura 9. Representacién histoldgica de la regeneracion 6sea en defectos segmentarios femorales. La tincién in-
munohistoquimica con el anticuerpo 6E2 (a) demuestra que 4 semanas después del implante de una muestra cargada
de CMM, las células dentro de los poros del portador son reactivos en la superficie de las mismas, y por lo tanto
son de origen humano, mientras que las células situadas en el exterior de la cerdmica no son inmunorreactivos. En
la microscopia de contraste de fases (b), la cerdmica es negra y las células en los poros y circundando el exterior del
implante resultan evidentes. El material cerdmico mismo adsorbe anticuerpo secundario fluorescente y presenta una
apariencia verde (a, b, x75). Las micrografias dpticas muestran cicatrizacion representativa de un defecto segmentario
implantado con portador HA/TCP solo (d), o con portador mds CMMSs (c, e, f), 12 semanas después del implante. Se
obtuvieron las extremidades, se fijaron, se deshidrataron, se aclararon, se incluyeron en polimetilmetacrilato, se cor-
taron y se molieron hasta un espesor de 100 um para la tincién. La cerdmica presenta una apariencia negra en dichas
fotomicrografias, a modo de artefacto de la preparacion sin descalficacion del espécimen, y el hueso presente dentro
de los poros o en la interfaz huésped-implante presenta una apariencia azul-violeta. El espécimen cargado de CMM
mostrado en la presente memoria se sometié a un ensayo destructivo de torsién mecdnica y después se proceso para el
analisis histoldgico en dos trozos separados. Las fotomicrografias de reposicionamiento de los dos trozos aproxima la
apariencia del fémur antes de los ensayos (c). El plano real de la fractura se indica mediante las flechas dobles encima
y debajo del implante. Los mdrgenes cortados de los cértex del huésped se indican con puntas de flechaen c, d y e.
Unicamente las muestras que contenian un implante cargado con CMM cicatrizaban con efectividad el defecto. Las
micrograffas de magnificacién elevada demuestran la cantidad sustancial de hueso presente en la interfaz huésped-
implante (e) y dentro del cuerpo del implante (f). (Azul de toluidina O, (c, d) X7, (e) x31, (f) x45).
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Figuras 10A-10B. Sistema de coordenadas 3-D definido por la regla de la mano derecha, centrado en el punto
medio de la linea entre los marcadores de foramen neural en el nivel de interés, que define el eje X. La direccién Z
estd definida por una linea que atraviesa los puntos medios de las lineas entre los fordmenes neurales en los niveles
indicados anteriormente y debajo del nivel de interés (es decir, entre los puntos naranja). La direccién Z positiva es
cervical a lumbar. La direccién Y positiva es dorsal. La base del volumen de interés estd definida por el plano X-Z. El
volumen de la masa de fusion estd definido por el contorno de todos los véxels de densidad 6sea en el eje Y positivo
del plano X-Y entre z=-7,5 mm y z=+7,5 mm. Las fusiones completas presentan una anchura de entre 20 y 30 mm en
la dimensién X y un altura de entre 10 y 15 mm en la dimensién Y.

Figura 11. El sistema de cuadricula utilizado para asignar puntuaciones de unién se muestra en seccion transversal
esquemdtica en el nivel de las articulaciones de las carillas. Se asigna medio punto a la unién en cada una de las dreas
de caja.

Descripcion detallada de la invencion

Los procedimientos de injertacion dsea se utilizan ampliamente para el tratamiento de fracturas agudas, no uniones
de fracturas, defectos Gseos y para conseguir la artrodesis terapéutica. El hueso canceloso autégeno es el “estidndar
de oro” actual para la injertacidn dsea clinica. EI dogma contempordneo atribuye esta efectividad a tres propiedades
intrinsecas principales: osteoconduccion, células osteogénicas y osteoinduccion (76, 96), que pueden definirse de la
manera siguiente:

Osteoconduccién - funcién de andamiaje proporcionada por la matriz 6sea extracelular trasplantada que facilita
la unién y migracién celulares, y por lo tanto la distribucién de una respuesta de cicatrizacién dsea en todo el volu-
men injertado. Esta propiedad probablemente depende de las moléculas de adhesion en el interior de la matriz dsea,
tales como colagenos, fibronectina, vitronectina, osteonectina, osteopontina, osteocalcina, proteoglicanos y otros. Los
factores de crecimiento en la matriz también podrian desempefiar un papel.

Células osteogénicas - las células en el autoinjerto derivadas de hueso o de médula 6sea que sobreviven al trasplante
y después proliferan y/o experimentan diferenciacién osteobldstica.

Osteoinduccion - propiedad bioactiva del hueso autégeno derivada de la presencia de factores de crecimiento u
otros elementos en el injerto, que estimulan la proliferacién y/o diferenciacién de los progenitores osteobldsticos.
Se han identificado muchos factores de crecimiento en la matriz ésea, incluyendo: proteinas morfogénicas éseas
(BMPs), factor beta de crecimiento transformante (TGF-£), factor basico de crecimiento fibrobldstico (bFGF) y factor
de crecimiento similar a insulina (IGF). Las células no osteogénicas trasplantadas en la médula 6sea también pueden
producir factores que contribuyen a una respuesta de cicatrizacion 6sea (140, 48). Se han implicado especificamente
células endoteliales (141).

La presente invencion proporciona una composicion para la reparacion de defectos 6seos mediante la regeneracion
rdpida de hueso sano. La composicion es una matriz de gelatina absorbible, celulosa y/o basada en coldgeno, en
combinacién con médula dsea y/o células madre mesenquimales aisladas. La composicién puede utilizarse en la forma
de una esponja, tira, malla u otro formato fisico. La composicién se inserta, por ejemplo, en el defecto y resulta en la
cicatrizacion osteogénica del mismo.

La composicién también puede contener componentes adicionales, tales como factores osteoinductores. Entre di-
chos factores osteoinductores se incluyen, por ejemplo, dexametasona, dcido ascérbico 2-fosfato, B-glicerofosfato y
proteinas de la superfamilia del TGEF, tales como las proteinas morfogénicas dseas (BMPs). La composicién tam-
bién puede contener antibiético, antimicético, antiinflamatorio, inmunosupresor y otros tipos de agentes terapéuticos,
conservantes y excipientes.

La composicién de la invencion resulta ttil para el tratamiento de un defecto 6seo en un animal, particularmente un
mamifero y todavia mds particularmente un ser humano, que necesita de dicho tratamiento, mediante la administracién
en el defecto 6seo de dicho animal de una cantidad regeneradora del defecto 6seo de la composicién de la invencidn.

Las investigaciones informadas en la presente invencion confirman el potencial de cicatrizacién in vivo de la
médula ésea fresca o de CMMs administradas en la matriz separadamente, o en la matriz en combinacion.

La invencién también contempla la utilizacién de otros componentes de la matriz extracelular, conjuntamente con
las células, de manera que se consigan propiedades osteoconductoras u osteoinductoras.

La médula o las células madre mesenquimales aisladas pueden ser autélogas, alogénicas o proceder de fuentes
xenogénicas, y pueden ser embrionarias o de fuentes post-natales, con la condicién de que las células madre mesen-
quimales no sean células madre embrionarias humanas. Las células de médula 6sea pueden obtenerse de la cresta
iliaca, fémures, tibias, columna, costillas u otros espacios medulares. Entre otras fuentes de células madre mesenqui-
males humanas se incluyen el saco vitelino embrionario, la placenta, el cordén umbilical, el periostio, la piel fetal y
adolescente y la sangre. Con el fin de obtener células madre mesenquimales, resulta necesario aislar las raras células
madre mesenquimales pluripotentes de otras células en la médula 6sea o en otra fuente de CMM.
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En una forma de realizacién particularmente preferida, la composicién de la invencién comprende un implante
absorbible, que contiene médula completa y/o CMMs aisladas para la reparacién de defectos segmentarios, fusiones o
no uniones espinales y otros defectos 6seos. Los implantes adaptados de matriz de células que contiene médula ésea
aut6loga, alogénica o xenogénica y/o CMMs pueden administrarse utilizando técnicas quirtirgicas abiertas, técnicas
artroscopicas o la inyeccion percutinea.

Las células madre mesenquimales humanas (CMMhs) pueden proporcionarse en forma de preparaciones homogé-
neas expandidas en cultivo derivadas de médula completa (o de otra fuente prenatal o postnatal de CMMhs autélogas
o alogénicas), de cultivos enriquecidos en CMMhs o heter6geneos, o de médula completa fresca (en el caso de que
se combine con un medio osteoinductor u otro medio optimizado) que contenga una dosis efectiva de por lo menos
aproximadamente 10°, preferentemente de aproximadamente 10*, CMMs por mililitro de composicién. La clave de
los resultados clinicos efectivos, en la presente forma de realizacién utilizando terapia de CMMs, es proporcionar
al paciente el nimero de células madre mesenquimales enriquecidas o expandidas en cultivo, o aproximadamente el
mismo numero en un medio optimizado, que repare el hueso u otro defecto de tejido en un grado superior al del vo-
lumen de médula completa equivalente al del defecto. Se hace referencia a lo anterior como “umbral regenerativo de
las CMMs”, o aquella concentracion de CMMs necesaria para conseguir la reparacién directa del defecto de tejido.
El umbral regenerativo de las CMMs puede variar segtin: 1) el tipo de tejido (es decir, hueso, cartilago, ligamento,
tend6n, musculo, estroma medular, dermis y otros tejidos conectivos), 2) el tamafio o extensién del defecto de tejido,
3) la formulacién con el portador farmacéutico, y 4) la edad del paciente.

En una forma de realizacion preferida, la composiciéon comprende ademds por lo menos un factor bioactivo que
induce o acelera adicionalmente la diferenciacion de dichas células madre mesenquimales en el linaje osteogénico.
Preferentemente, las células se ponen en contacto con el factor bioactivo ex vivo, mientras se encuentran en la matriz,
o se inyectan en el sitio del defecto durante o después de la implantacién de la composicion de la invencion. Resulta
particularmente preferido que el factor bioactivo sea un elemento de la superfamilia de TGF-8, que comprende diversos
factores de crecimiento de tejidos, particularmente proteinas morfogenéticas éseas, tales como por lo menos una
seleccionada de entre el grupo constituido por BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-6 y BMP-7.

En la forma de realizacién que utiliza una matriz de base gelatina, una esponja, polvos o pelicula de gelatina
absorbible apropiada es la gelatina reticulada, por ejemplo Gelfoam® (Upjohn, Inc., Kalamazoo, MI) que se forma a
partir de coldgeno desnaturalizado. La matriz de base gelatina absorbible puede combinarse con las células reparativas
de hueso y, opcionalmente, otros ingredientes activos, mediante inmersién de la esponja de gelatina absorbible en una
suspension celular de células de la médula ésea y/o CMMs, en la que el liquido de la suspensién puede presentar otros
ingredientes activos disueltos en la misma. Alternativamente, puede transferirse una cantidad predeterminada de una
suspension celular sobre la esponja de gelatina, de manera que pueda absorberse la suspension celular.

En la forma de realizacion que utiliza una matriz basada en celulosa, una celulosa absorbible apropiada es material
laminar de celulosa oxidada regenerada, por ejemplo Surgicel® (Johnson & Johnson, New Brunswick, NJ), que se
encuentra disponible en la forma de tiras de diverso tamafio, u Oxycel® (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ),
que se encuentra disponible en la forma de almohadillas, compresas y tiras de diverso tamafio. La matriz basada
en celulosa absorbible puede combinarse con las células dseas reparativas y, opcionalmente, con otros ingredientes
activos mediante inmersién de la matriz basad en celulosa absorbible en una suspensién celular de las células de
médula 6sea y/o CMMs, en la que la suspension liquida puede presentar otros ingredientes activos disueltos en la
misma. Alternativamente, puede transferirse una cantidad predeterminada de una suspensién celular a la parte superior
de la matriz basada en celulosa, de manera que pueda absorberse la suspension celular.

En la forma de realizacién que utiliza una matriz basada en coldgeno, un coldgeno reabsorbible apropiado es
coldgeno de corion bovino purificado, por ejemplo Avitene® (MedChem, Woburn, MA), que se encuentra disponible
en diversos tamafios de malla no tejida y espuma fibrosa, Helistat® (Marion Merrell Dow, Kansas City, MO), que se
encuentra disponible en forma de polvos. La matriz de base coldgeno reabsorbible puede combinarse con las células
reparativas de hueso y, opcionalmente, otros ingredientes activos, mediante inmersion de la matriz de base coldgeno
reabsorbible en una suspension celular de las células de médula 6sea y/o CMM, en la que el liquido de suspension
puede presentar otros ingredientes activos disueltos en el mismo. Alternativamente, puede transferirse una cantidad
predeterminada de una suspension celular a la parte superior de la matriz de base coldgeno, de manera que pueda
absorberse la suspension celular.

Las matrices anteriormente indicadas de base gelatina, de base celulosa y de base coldgeno pueden, opcionalmente,
presentar propiedades hemostaticas.

Los ingredientes activos preferidos son los agentes bioldgicos que incrementan la cicatrizacién de heridas o la
regeneracion de hueso, particularmente las proteinas recombinantes. Dichos ingredientes activos se encuentran pre-
sentes en una cantidad suficiente para incrementar la cicatrizaciéon de una herida, es decir, una cantidad efectiva para
la cicatrizacién de heridas. La cantidad real del ingrediente activo serd determinada por el médico responsable y de-
penderd de factores diversos, tales como la severidad de la herida, la condicién del paciente, la edad del paciente y
cualquier lesion colateral o condiciones médicas presentadas por el paciente. Generalmente, la cantidad de ingrediente
activo se encuentra comprendida entre aproximadamente 1 pg/cm? y 5 mg/cm?.
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Ejemplos

La exposicion en los Ejemplos 1 a 5 referente a la utilizacién de cerdmica poroso como matriz se proporciona
meramente a titulo comparativo.

Ejemplo 1

Reparacion de defecto de hueco en la rata
Materiales y métodos

Materiales

Se adquirieron, dexametasona (Dex), 8-glicerofosfato sédico (BGP), antibiético penicilina/estreptomicina y el kit
n°® 85 de histoquimica de fosfatasa alcalina, de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), y medio de cultivo de tejidos
DMEM-LG (DMEM) de GIBCO Laboratories (Gran Island, NY), y 4cido L-ascérbico 2-fosfato (AsAP) de Wako
Chemical (Osaka, Jap6n). Se adquiri6 suero de feto bovino (FBS) de GIBCO tras un protocolo extenso de ensayo y
seleccién (80). La cerdmica de hidroxiapatito poroso/fosfato S-tricdlcico (HA/TCP), tamafio medio de poro compren-
dido entre 200 y 450 pum, fue generosamente proporcionada por Zimmer, Inc. (Warsaw, IN). Todos los demds reactivos
rutinarios utilizados eran de grado analitico.

Aislamiento y cultivo de CMMs

Se llevé a cabo el aislamiento y expansion en cultivo de las CMMs siguiendo los métodos anteriormente publicados
(32). Brevemente, se sacrificaron ratas Fischer F344 macho (de 200 a 275 g) mediante sobredosis de pentobarbital. Se
recuperaron las tibias y fémures mediante diseccién bajo condiciones estériles, se cortaron los extremos metafisarios
de los huesos y se expulsaron los tapones de la médula haciendo pasar solucién salina por una aguja insertada en
un extremo del hueso. Los codgulos de médula agrupados se dispersaron mediante pipeteado suave, seguido del pase
secuencial a través de una serie de agujas mds pequefias, rindiendo una suspension de células individuales. A conti-
nuacion, las células se centrifugaron durante diez minutos a 900xg y se resuspendieron en DMEM que contenia FBS
al 10% (medio de control). Se sembraron cincuenta millones de células nucleadas en placas de Petri (de sesenta cm?)
en siete mililitros de medio de control y se cultivaron a 37°C en presencia de 5% de CO,. Las células no adherentes se
eliminaron en el momento del primer cambio de medio, cuatro dias después de la siembra en placa y posteriormente
las células se alimentaron rutinariamente dos veces por semana. Estos cultivos primarios alcanzaron la confluencia
tipicamente a los trece dias, liberandose después mediante una exposicion de cinco minutos a tripsina al 0,25% que
contenia EDTA 1 milimolar, y se subcultivaron a una densidad de 10* células/cm?. Las células para el implante se
derivaron de dichos cultivos de primer pase diez dias después de la nueva siembra en placa, momento en el que eran
confluyentes aproximadamente al 85%.

Ensayos osteogénicos in vitro

Al final del primer pase, las CMMs se sembraron nuevamente en placas de seis pocillos a una densidad de 10*
células/cm? en medio de control. El dia siguiente (dia 0), se proporcioné un medio de control fresco y las células se
cultivaron en ausencia o en presencia de suplementos osteogénicos (OS) (Dex 100 nanomolar, AsAP 0,05 milimolar
y B-GP diez milimolar) (64). Se llevaron a cabo cambios de medio dos veces por semanas y en los dias siete, catorce,
veintiuno y veintiocho, los cultivos se analizaron para ndmero de células, histoquimica de la fosfatasa alcalina (APasa)
y produccién de matriz mineralizada utilizando las técnicas indicadas anteriormente (64).

Preparacion del implante

Se conformaron bloques de HA/TCP en cilindros de aproximadamente cuatro milimetros de didmetro y ocho
milimetros de longitud. Se excavé un canal central de aproximadamente un milimetro de didmetro a través de la
longitud completa del cilindro utilizando una aguja hipodérmica de calibre dieciocho. Los cilindros se limpiaron
mediante sonicacién y se enjuagaron en agua destilada y después se esterilizaron con calor seco a 220°C durante cinco
horas. Los cilindros posteriormente se recubrieron con fibronectina plasmatica humana (Calbiochem, Irvine, CA)
mediante inmersién en una solucién de 100 microgramos por mililitro durante dieciséis horas a 4°C. A continuacion,
los implantes se secaron al aire a temperatura ambiente durante la noche en una cabina de bioseguridad estéril, y
se almacenaron a 4°C. Los cubos de HA/TCP, que median tres milimetros por cara, se prepararon y recubrieron de
manera similar con fibronectina tal como se ha indicado anteriormente, para la utilizacidn en el ensayo de osteogénesis
ectépica.

Los implantes de HA/TCP, en forma tanto de cubo como de cilindro, se cargaron con CMMs utilizando una modi-
ficacién de una técnica descrita anteriormente (32, 83). Brevemente, se introdujeron los implantes en una suspension
de CMMs (7,5 x 10° células/ml) en DMEM libre de suero. El recipiente de carga se tapé y los implantes se sometieron
a un vacio en tres pulsos de cinco segundos para eliminar el aire presente dentro de los poros de la HA/TCP y para
facilitar el flujo de liquido hacia el interior de los poros. Los recipientes de carga se taparon laxamente, se introdujeron
en un incubador de cultivos de tejido durante dos horas y se agitaron suavemente cada treinta minutos hasta el momen-
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to de la cirugia. Los cilindros de control libres de células se trataron idénticamente, con la notable excepcién de que el
medio DMEM libre de suero no contenia células. El tercer grupo de implantes se disefié para aproximar generosamen-
te el control clinicamente relevante de aspirado fresco de médula 6sea. Inmediatamente antes de la implantacién, se
obtuvieron suspensiones celulares frescas de médula tal como se ha indicado anteriormente, se centrifugaron durante
diez minutos a 900xg y se resuspendieron en un volumen de DMEM libre de suero que recubriese cada cilindro con
el nimero de células de médula dsea derivado de un fémur entero, aproximadamente cincuenta millones (144, 145).
Los implantes de HA/TCP se cargaron con esta médula fresca haciéndolos rodar en la suspensién cuajada de médula.

Modelo quiriirgico y diseiio experimental

El modelo de hueco femoral de rata descrito en la presente memoria es una modificaciéon de uno utilizado amplia-
mente para estudiar la reparacién de los huesos largos (34, 37, 61, 83, 105, 126, 129, 144, 145, 147). Brevemente,
se expusieron ambos fémures de ratas F344 macho (de 300 a 350 g) mediante aproximacion anterolateral. Se elevo
el tejido y musculo blandos manteniendo el periostio intacto a lo largo de la superficie del hueso. Se fij6 una placa
de fijacion de polietileno (cuatro por cuatro por veintitrés milimetros) (Hospital for Special Surgery, New York, NY)
al aspecto anterolateral de cada fémur con cuatro alambres Kirschner roscados y dos alambres de cerclaje (Zimmer,
Warsaw, IN). Se eliminé un segmento transversal de ocho milimetros de la diéfisis central, conjuntamente con su
periostio adherente, utilizando una fresa rotatoria para osteotomia, bajo irrigacién con solucién salina. Estos defectos
segmentarios estabilizados se dejaron vacios o se sustituyeron por un cilindro de HA/TCP libre de células, por un
cilindro cargado con CMMs o por un cilindro cargado con una suspension fresca de células medulares. Los implantes
se fijaron con dos suturas de Vycril 4-0 (Ethicon, Somerville, NJ) circundando la cerdmica y la placa de fijacioén. Se
yuxtapusieron los musculos, y se cerraron rutinariamente las fascia y la piel, por capas. Las ratas con implante de ci-
lindros cargados con CMMs también recibieron implantes subcutianeos de los cubos de HA/TCP cargados con CMMs
para correlacionar el ensayo de osteogénesis ectdpica con la regeneracion dsea ortotopica y el potencial osteogénico in
vitro de las CMMs singénicas. Las ratas con implante de cilindros cargados con médula de manera similar recibieron
implantes subcutdneos de cubos cargados de médula. Postoperatoriamente se permitié la actividad completa de los
animales en sus jaulas. Ningin animal experimenté un fallo de la fijacion ni otras complicaciones postoperatorias. Se
utilizaron por lo menos seis extremidades para cada uno de los grupos de implante, seleccionados aleatoriamente entre
izquierdo y derecho. Tras el sacrificio, a las cuatro y ocho semanas, se perfundié con tinta china el 4rbol vascular de
algunos animales y se diseccion6 cuidadosamente el fémur entero y el tejido blando circundante. Los especimenes se
evaluaron radiograficamente de inmediato y se procesaron posteriormente para histologia no descalcificada.

Andlisis radiogrdfico

Los especimenes se radiografiaron utilizando un sistema de formaciéon de imagenes Faxitron de alta resolucion
(Buffalo Grove, IL) con una exposicién de treinta y cinco kVP durante treinta segundos. Las radiograffas fueron
independientemente evaluadas por dos de los autores, que eran ciegos respecto a la duracién y tipo del implante. La
formacién de hueso se puntud en una escala semicuantitativa con los intervalos siguientes: unién distal de huésped-
implante (0 a 2), unién proximal de huésped-implante (0 a 2) y densidad del niicleo del implante (0 a 4). Se sumaron las
puntuaciones de la unién y las puntuaciones de densidad del niicleo, proporcionando una puntuacién maxima posible
de ocho para cada implante. Se promediaron los resultados de ambos examinadores para proporcionar las puntuaciones
finales.

Histologia e histomorfometria

Tras la fijacién en formalina tamponada al 10%, se deshidrataron los fémures, se aclararon y se incluyeron en
polimetilmetacrilato. Se cortaron secciones longitudinales en una sierra Isomet enfriada con agua (Buehler, WI) y se
molié una seccién central de cada pata hasta un espesor de 100 micrémetros, se pulié y se tifié con azul de toluidina
O. Se utiliz6 software de andlisis de imdgenes Leica Quantimet S00MC (Cambridge, Reino Unido) para determinar
el area de implante de HA/TCP, hueso y tejido blando en la region de defecto diafisario de cada seccidon. Los datos se
analizaron mediante andlisis de la varianza con un factor (ANOVA) (Sigmastat, Jandel Scientific). Se llevaron a cabo
andlisis adicionales con ensayos post-hoc de Student-Newman-Keuls.

De manera similar se fijaron en formalina cubos de cerdmica implantados subcutdneamente, después se descalcifi-

caron, se deshidrataron, se incluyeron en parafina, se cortaron en secciones en serie y se tifieron con azul de toluidina
0.

Resultados
Cultivo de CMMSs y diferenciacion osteogénica in vitro

Se establecieron cultivos de CMMs de rata a partir de animales singénicos y, transcurridos siete dias, formaron
colonias caracteristicas sobre la superficie de la placa de cultivo (fig. 1A). Aparecieron varios cientos de colonias de
CMM a partir de los cincuenta millones de células nucleadas sembradas en cada placa de sesenta cm?. Basandose en
esta observacion, las CMM de rata, al igual que las CMM humanas (13, 54), aparentemente se encuentran presentes con
una frecuencia de aproximadamente una por cada 10° células nucleadas medulares. Los cultivos primarios de CMM
subcultivados el dia catorce se unieron uniformemente a la superficie de las placas nuevas, y se dejaron dividir durante
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aproximadamente diez dias o hasta que las placas presentaban una confluencia de ~85%. Las células transferidas
también demostraban una morfologia caracteristica (fig. 1B) y se dividieron uniformemente sobre la placa, resultando
en una distribucién uniforme de las CMMs en toda la placa. Las células derivadas de dicho primer pase se utilizaron
para preparar implantes tal como se ha indicado anteriormente, y se utilizé una alicuota para confirmar el potencial
osteogénico in vitro de las CMMs de rata.

Siete dias después de la nueva siembra en placa para el ensayo osteogénico, los cultivos de control y tratados con OS
estaban compuestos de células de forma ahusada, entre el 40% y el 50% de las cuales se tifieron para APasa. Durante
los siguientes veintitn dias, las células de control siguieron siendo fibrobldsticas, incrementaron su APasa de superficie
celular, pero no experimentaron cambios morfolégicos asociados al desarrollo de nédulos de hueso mineralizado (fig.
1C). En contraste, los cultivos tratados con OS iniciaron la formacion de agregados de células poligonales y cuboidales
intensamente teflidas para APasa, y el dia veintiuno, los cultivos habfan formado nédulos osteoides caracteristicos
que contenian depésitos minerales con tincién von Kossa. La mineralizacion adicional de estos nédulos hasta el dia
veintiocho (fig. 1D) se vio acompafiada por una reduccién de la tincién de APasa, especialmente dentro de las regiones
internodulares.

Osteogénesis mediada por CMMs en implantes de HA/TCP ectopicos

Todos los cubos de HA/TCP cargados de CMMs implantados en las ratas huésped presentaban claros indicios
de osteogénesis transcurridas cuatro semanas. A las ocho semanas, se encontré una cantidad sustancial de hueso, y
ocasionalmente de cartilago, dentro de los poros de los cubos. En la figura 2 se muestra una seccion representativa de
un cubo cargado de CMMs recolectado ocho semanas después del implante. Las dreas granulares no tefiidas reflejan las
regiones que anteriormente contenian el material cerdmico que ha sido extraido durante la etapa de descalcificacién de
la preparacion del espécimen. Tal como se observa en la fotomicrografia, la formacién de hueso se produce dentro de
los poros de los cubos y se asocia a elementos vasculares que penetran en el implante. Este tipo de angiogénesis resulta
necesario para la formacién de hueso nuevo, debido a que la actividad secretoria de los osteoblastos es un fenémeno
orientado que es guiado por la vasculatura. Puede observarse hueso tanto fibroso como lamelar, dependiendo de la
duracién del implante y de la regién precisa examinada. La mayoria de los poros se encuentra llena de hueso y de
pequedias islas de elementos hematopoyéticos, encontrandose el resto lleno de tejido conectivo laxo. En contraste con
estas muestras cargadas de CMMs, los cubos cargados de médula fresca contenfan cantidades negligibles de tejido
6seo a las cuatro semanas y sélo una cantidad ligeramente superior a las ocho semanas. Tal como se ha demostrado
anteriormente (32, 54), los cubos implantados sin CMMs ni médula no contenian hueso, aunque se encontraban llenas
de tejido fibroso y de vasos sanguineos.

Evaluacion radiogrdfica

Las radiografias Faxitron de alta resolucién proporcionaron imdgenes suficientemente claras y detalladas para
distinguir cambios sutiles producidos dentro del implante y en el hueso huésped circundante. La figura 3 muestra
unas radiografias representativas de los fémures de cada uno de los grupos, recuperados en las cuatro y ocho semanas
posteriores al implante. Tal como se demuestra en estas radiografias, la fijacién sigui6 intacta en todas las muestras
y no se produjeron fracturas en ninguno de los fémures. En los animales cuyos defectos femorales se dejaron vacios,
se observd a las cuatro semanas la formacién de hueso reactivo en los margenes cortados transversalmente del fémur
huésped (fig. 3A). A las ocho semanas se encontraba presente ligeramente méds hueso dentro del hueco, sin embargo la
mayor parte del hueso aparentemente se habia formado a lo largo del margen de la placa de fijacién que se encontraba
en contacto con el periostio (fig. 3B). Todos los especimenes que se dejaron vacios resultaron en la formacién de una
no unién radiografica. Algunas extremidades, con independencia del grupo, también contenian una espicula excéntrica
de hueso que habitualmente se encontraba en el exterior del defecto, enfrente de la placa de fijacion.

Al implantarse el cilindro de HA/TCP, se form6 una cantidad negligible de hueso reactivo en los margenes cor-
tados del fémur. Debido al contenido mineral del material del implante (HA/TCP), pueden apreciarse los detalles
estructurales del implante mismo en la evaluacién radiografica. Los detalles del canal central y de los poros resultan
claramente visibles en las radiografias de las cuatro semanas (fig. 3C) y sirven para proporcionar una importante linea
base para la comparacion con otras imagenes radiograficas. Puede apreciarse borrosidad de los margenes de los poros
a las ocho semanas (fig. 3D) en estos implantes sin células. Resulta importante que la falta de unién entre el implante
y el huésped se manifieste como una zona clara de radiolucencia entre el implante mismo y los margenes cortados del
fémur en todos los animales a las cuatro semanas. En contraste con el grupo de portador solo a las cuatro semanas, los
animales que recibieron cilindros de HA/TCP cargados de CMMs mostraron la formacién sustancial de hueso nuevo
dentro de los poros del implante a las cuatro semanas (fig. 3E). Se utiliz6 la radiodensidad creciente y la eliminacién
de la aparente estructura de los poros como indicacién de la formacién de hueso nuevo dentro del nicleo del implante.
Aunque la integracion del implante, o unién, no se podia observar a las cuatro semanas, la formacion posterior de un
puente 6seo radiodenso entre el implante y el huésped enmascaré por completo la interfaz implante-huésped. A las
ocho semanas, el implante cargado de CMM era contiguo y se encontraba completamente integrado con el hueso nor-
mal del huésped (fig. 3F). Los implantes de HA/TCP cargados de médula fresca aparentemente no produjeron hueso
radiodenso dentro de los poros en ningiin punto del tiempo, aunque resulté evidente una integraciéon modesta con los
extremos cortados del hueso del huésped a las ocho semanas (figs. 3G y 3H).
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En la Tabla 1 se proporciona la media de las puntuaciones radiograficas en cada punto del tiempo para cada grupo
de implantes.

TABLA 1

Media de puntuaciones radiogrdficas para cada grupo de implantes

Cuatro semanas Ocho semanas
Csblo |C+CMMs | C+M Csblo |C+CMMs | C+M
Unién proximal 1,5 0,8 0,2 1,2 1,3 1,0
Unién distal 0,5 1.4 0,7 1,2 2,0 1,6
Densidad del
ntcleo 0,7 2,0 0,3 0,6 3,7 0,7
Puntuacion total 2,7 4,2 1,2 3,0 7,0* 3,3

Tabla 1. Media de puntuaciones radiograficas para cada grupo de implantes en cada punto del tiempo. C=portador,
M=médula. Las radiografias fueron evaluadas y puntuadas por dos observadores independientes ciegos para la iden-
tidad de cada implante. Se puntud la unién tanto proximal como distalmente en una escala de 0 a 2. Se puntud la
densidad del nicleo en una escala de 0 a 4. n=3 para cada grupo en cada punto del tiempo. La puntuacién total mé-
xima posible era de 8. El andlisis de la varianza con un factor en los dos puntos diferentes del tiempo, con la carga
de células (ninguna, CMMs y médula) como la variable independiente, mostré diferencias significativas entre grupos
a las 8 semanas (F=10,9, p=0,01), aunque no eran significativamente diferentes a las cuatro semanas. *=significativa-
mente mayor (p<0,05) que otros grupos en el punto temporal correspondiente (segin los ensayos post-hoc de Student-
Newman-Keuls).

En el caso de los defectos rellenados de tinicamente portador de HA/TCP, las bajas puntuaciones indican la ausen-
cia de material radiodenso dentro de los poros y la unién minima del implante con el hueso del huésped. La carga del
implante de HA/TCP con médula fresca no resulté en una mejora de la cicatrizacién del defecto, y las bajas puntua-
ciones reflejan la similitud entre este grupo y el grupo de portador solo. Sin embargo, la carga con CMMs del portador
de HA/TCP produjo una vigorosa respuesta osteogénica. Incluso a las cuatro semanas, ya se observaba el rellenado de
los poros, lo que se refleja en las puntuaciones considerablemente mas altas de estos implantes. Resulta interesante,
incluso en este caso, que la unién huésped-implante fuese modesta en comparacién con los controles. Transcurridas
ocho semanas, los poros del implante se encontraban llenas de hueso nuevo y la unién huésped-implante se encontraba
bien establecida.

Evaluacion histologica e histomorfométrica

La evaluacion histoldgica de las muestras confirmd las observaciones realizadas en las radiografias. En los defectos
vacios, la formacion de hueso reactivo aparentemente aparecia en los margenes cortados de los cértex y endosteo del
huésped. Incluso a las ocho semanas no se habia generado un puente a través del defecto y se habia formado una no
union fibrosa en el centro del hueco segmentario. Las fotomicrografias de secciones representativas de los grupos de
implante recuperadas a las cuatro y a las ocho semanas se muestran en la figura 4. En los defectos rellenados con
el portador de HA/TCP solo, los poros del implante se llenaron con tejido fibroso (fig. 4A) y se encontraban bien
vascularizados, segtin se determiné mediante inyeccién de tinta china. No pudo observarse hueso dentro de los poros
del implante y se habfa producido una integracién limitada con el huésped. Incluso a las ocho semanas, la mayoria
de los poros se encontraba vacia de hueso, a pesar de que resultaba evidente una vascularizacion significativa en la
fotomicrografia (fig. 4B). Se encontraba presente una cantidad pequefia de hueso nuevo en los contactos huésped-
implante y en un extremo de dicho implante representativo; aparentemente avanzaba el hueso endostial derivado del
huésped hacia el interior del canal medular del implante. La formacién de hueso en muestras cargadas con médula
fresca fue muy similar a la del grupo de portador de HA/TCP solo (figs. 4E y F). Sin embargo, pudo observarse
una cantidad modesta de hueso nuevo dentro de los poros del implante a las ocho semanas, correlacionado con los
resultados de los implantes ectdpicos. La unién de estos implantes fue similar a la observada con los implantes sin
células; la formacion de hueso reactivo penetrd ligeramente en los poros en los extremos del implante.

En contraste con la escasa osteogénesis resultante de la adicién de médula fresca al HA/TCP, la mayoria de los
poros de los implantes cargados de CMMs contenia una cantidad considerable de hueso nuevo a las cuatro semanas
(fig. 4C). Nuevamente, todavia existia un limite claro entre los margenes cortados del hueso del huésped y los extremos
del implante. A las ocho semanas, pricticamente todos los poros se encontraba lleno de hueso nuevo, excepto en
algunas 4reas discretas en las que la carga de CMMs habia sido sub6ptima. Resulta interesante que la formacién
sustancial de hueso nuevo se produjo en la interfaz entre el huésped y el implante, conduciendo a un drea continua de
hueso que cruzaba el defecto (fig. 4D). Ademads, también se encontraba presente un callo periostial en las muestras
cargadas de CMMs (fig. 4D), pero no en los otros tipos de implante. El hueso formado dentro de los poros y en
los extremos de estos implantes representa formacién de novo de hueso, es altamente celular y se presenta en las
fotomicrografias de magnificacién mds elevada, en la figura 5. Puede observarse hueso nuevo fibroso y lamelar en
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contacto intimo con el margen cortado del cortex del huésped a las ocho semanas (fig. SA). Resulta importante que esta
region de la unién es directamente contigua al hueso formado atravesando los poros del implante. En las regiones mas
profundas del interior del HA/TCP, el llenado de los poros con hueso nuevo resulta evidente, asi como la vasculatura
asociada, que orienta la actividad secretoria de los osteoblastos en diferenciacién (fig. 5B).

Los resultados que anteriormente se han descrito cualitativamente se reflejan en los datos histomorfométricos
presentados en la Tabla 2.

TABLA 2
Portador solo Portador + CMMs Portador + médula
23+15 19,3+ 3,7 29+17
10,4 +2,4 43,3+7,7* 17,2 +£6,0

Tabla 2. Relleno 6seo en implantes de HA/TCP como porcentaje del espacio disponible. Se obtuvieron mediciones
histomorfométrico en el hueso formado dentro de los limites de la reseccién segmentaria, excluyendo el material del
implante mismo y el canal medular. Los valores se informan como medias de tres muestras junto con las desviaciones
estandar de la media. El andlisis de la varianza con un factor en los dos puntos temporales diferentes, con carga celular
(ninguna, CMMs y médula) como la variable independiente, mostr6 una diferencia significativa entre las muestras
cargadas de CMM tanto a las 4 semanas (F=43,3, p<0,001) como a las 8 semanas (F=26,2, p<0,002). *=significativa-
mente mayor (p<0,01) que en otros grupos en los puntos temporales correspondientes (segtin los ensayos post-hoc de
Student-Newman-Keuls). No se observé diferencia entre médula y portador solo en ninguno de los puntos temporales
(p>0,1).

Los implantes de HA/TCP sin células presentaban una fraccidon 6sea de sélo 2,3% y 10,4% a las cuatro y a las
ocho semanas, respectivamente. Resulta importante que esta fraccién dsea a las ocho semanas se correlaciona con
resultados publicados anteriormente (126). Estas fracciones representan principalmente el crecimiento de hueso desde
los extremos cortados de los cortex del huésped. Los cilindros de HA/TCP cargados de médula mostraron una osteo-
génesis modesta dentro del cuerpo del implante y consecuentemente presentaban un valor ligeramente mas alto de
17,2% a las ocho semanas. Resulta importante que a las cuatro semanas, las muestras cargadas de CMM excedian el
valor de las ocho semanas para los otros dos grupos. El relleno 6seo de 19,3% en este punto temporal de las cuatro
semanas probablemente es atribuible a la osteogénesis mediada por las CMMs. La fraccién ésea media dentro del
implante se incrementé con el tiempo, alcanzando 43% a las ocho semanas. El ANOVA con un factor llevado a cabo
en los datos conjuntamente con los ensayos de Student-Newman-Keuls demostré que tanto a las cuatro como a las
ocho semanas, el tratamiento de CMM era significativamente mejor que el portador solo o que el portador cargado de
médula (p<0,01). No se detectaron diferencias significativas entre implantes con portador solo y cargados con médula.
La fraccién en volumen de portador de HA/TCP permaneci6 constante y sirvié de control interno para el sistema his-
tomorfométrico. Aunque los defectos vacios presentaban 34% de relleno éseo a las ocho semanas, no se observaron
puentes a través del defecto y de esta manera se clasificarfan como no unién clinica.

Comentario

En el presente estudio, se ha demostrado que las células progenitoras singénicas expandidas en cultivo y purificadas
son capaces de cicatrizar un defecto 6seo clinicamente significativo en un modelo animal bien establecido. Estas
células progenitoras se denominan células madre mesenquimales debido a que dan lugar no sélo a hueso (11, 32, 54,
64), sino también a cartilago (32, 66, 80, 142), misculo (121, 143), tendén (23) y un tejido estromal que proporciona
un soporte para la diferenciacién hematopoyética (87). Aunque el potencial osteogénico de las CMMs tanto animales
como humanas ha sido demostrado mediante implantes subcutdneos en ensayos ectdpicos, al conocimiento de los
presentes inventores no se ha informado de estudios cuantitativos y rigurosos que establezcan la capacidad de las
CMMs expandidas en cultivo de regenerar grandes defectos dseos segmentarios. La combinacién de CMMs con un
material de implante HA/TCP poroso se ha demostrado en el presente estudio que resulta una estrategia efectiva
para la cicatrizacion de grandes defectos dseos segmentarios. La investigacion actual corrobora adicionalmente que,
en comparacion con la médula fresca, las CMMs producen significativamente mas hueso al introducirse en un sitio
ectdpico u ortotopico. Basdndose en estos resultados, se ha iniciado el perfeccionamiento de su enfoque a las terapias
con células aut6logas para la regeneracion de defectos esqueléticos.

Con el fin de caracterizar adicionalmente las células utilizadas en el presente estudio, se cultivaron las mismas
en presencia y en ausencia de un medio que induce la diferenciacién osteogénica in vitro. De la misma manera que
se ha informado en numerosos otros laboratorios (77, 88, 89, 118, 135), estas células derivadas de médula de rata se
desarrollan siguiendo el linaje osteogénico en respuesta a la dexametasona, formando finamente nédulos mineralizados
de tejido osteoide sobre la superficie de la placa. Este tipo de diferenciacion resulta evidente en las fotomicrografias de
la presente invencidn (fig. 1) y sirve para documentar que las células utilizadas en estos implantes en efecto presentan la
capacidad de formar hueso, una de las propiedades inherentes de las CMMs. Ademds, el hueso y el cartilago formados
en cubos implantados subcutdneamente no sélo confirma el potencial osteocondral de las CMMs, sino que actia de
control interior para verificar que todas las ratas huésped fueron capaces de proporcionar un ambiente que podia

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2329953 T3

proporcionar soporte a la osteogénesis dentro de estos implantes combinados de células:matriz. No se han incluido
como parte del presente estudio experimentos adicionales que documenten el potencial multilinaje de estas células,
debido a que algunas publicaciones anteriores se han centrado en la descripcidn de dicho potencial en mds detalle (32,
79, 80, 121, 143). Los procedimientos de aislamiento y seleccion de CMMs de rata resultan similar a los utilizados
para las CMMs humanas (32, 54, 80) y resultan en la formacién de colonias primarias caracteristicas, ilustradas en
la figura 1A. Estas células se expanden mitéticamente para rendir una poblacién morfolégicamente homogénea que
se divide uniformemente en toda la placa. Se ha demostrado que las CMMs tanto humanas como de rata presentan
un potencial multilinaje, y los detalles de la diferenciacién osteogénica in vitro de las CMMs humanas han sido
informados recientemente (33, 64). Se han optimizado las condiciones para el aislamiento y expansion en cultivo de
las CMMs humanas sin progresién del linaje (13, 54, 80) y se ha completado el desarrollo de un medio libre de suero
para el crecimiento de las CMMs humanas (58).

Los resultados radiogréficos en el presente estudio establecen un precedente para la obtencién de datos de pruebas
no invasivas de la regeneracién dsea en animales, o seres humanos, que han recibido CMMs en una localizacién orto-
tépica. Dada la naturaleza porosa de los implantes de HA/TCP, el hueso nuevo que se forma dentro de los intersticios
del material resulta facilmente evidente en radiograffas a las cuatro semanas, a pesar de la radiodensidad inherente del
material de HA/TCP. El progresivo incremento de la radiodensidad evidente a las ocho semanas se correlaciona bien
con las observaciones histoldgicas de las extremidades procesadas. Resulta interesante que, a pesar de la presencia
de hueso nuevo dentro del nicleo de los implantes a las cuatro semanas, no se observé la integracion en la interfaz
huésped-implante hasta las ocho semanas. Las puntuaciones radiogrificas medias para los tres grupos de implante
documentan una diferencia significativa (p<0,05) entre las CMMs y tanto los implantes cargados de médula como los
implantes cerdmicos a las ocho semanas, mientras que no se observaron diferencias significativas entre los implantes
cargados de médula y los implantes cerdmicos en ningtin punto temporal.

Los estudios histolégicos demuestran un crecimiento dseo aposicional sobre la superficie del HA/TCP en todo el
nicleo del implante, lo que resulta consistente con observaciones anteriores de osteogénesis en implantes ectopicos
cargados de CMMs (32, 47, 54). El hueso que se forma a las cuatro y a las ocho semanas en las muestras cargadas
de CMMs es fibroso en muchas dreas, aunque también puede apreciarse hueso lamelar (figs SA y 5B). Resulta critico
indicar que, durante el proceso de regeneracién del defecto 6seo, la formacién de hueso se produce a través de la
conversidn directa de células mesenquimales en osteoblastos y no siguiendo una secuencia endocondral. A medida
que continda la regeneracién del hueso en el sitio del defecto, se rellenan los poros de la cerdmica con una cantidad
mads significativa de hueso, que se deposita sobre las paredes del implante o del hueso existente, y que orienta en
su crecimiento la vasculatura en crecimiento invasivo. Estos vasos sanguineos, visualizados mediante la inyeccién
de tinta china en animales inmediatamente antes del sacrificio, también proporcionan una puerta para la entrada y
el establecimiento de nuevas islas de médula que contienen elementos hematopoyéticos, asi como CMMs derivadas
del huésped. Se inicia el proceso de remodelado 6seo, eventualmente sustituyendo el hueso del donante por hueso
del huésped (47). En el margen del defecto, la integracién del implante se consigue en continuidad directa entre el
margen cortado del cértex del huésped y el hueso nuevo formado sobre la superficie del implante (fig. 5A). Debido a
que Unicamente se produce una unién minima entre el huésped y el implante en ratas a las que se ha proporcionado
cerdmica cargada de médula o cerdmica libre de células, la integracién avanzada observada en la cerdmica cargada de
CMMs probablemente refleja la contribucién combinada de CMMs implantadas y células derivadas del huésped. La
falta de unién temprana en todas las muestras resulté inesperada a la luz del hecho de que los defectos que se habian
dejado vacios experimentaron una cantidad sustancial de formacién de hueso reactivo en los margenes cortados de los
cortex. Resulta posible que la presencia de un implante en el sitio del defecto inhibiese la migracién y/o el prolapso
del mesénquima laxo circundante, contribuyendo a la formacion de hueso reactivo en los defectos vacios. Ademads, el
microdesplazamiento de los cilindros implantados probablemente perjudicaria la unién estable en la interfaz.

La capacidad de las CMMs de regenerar un defecto segmentario grande en dicho modelo experimental se compara
favorablemente con otras investigaciones que han sometido a ensayo implantes tales como matriz 6sea desmineraliza-
da, médula 6sea, BMPs purificadas o recombinantes, aloinjertos, cerdmicas y fibrometales (34, 37, 74, 83, 105, 126,
129, 144, 145, 147). Aunque la utilizacién de BMPs recombinantes ha recibido una atencién considerable, s6lo se ha
identificado recientemente el mecanismo exacto de accion. Estas potentes moléculas inductoras actiian sobre células
mesenquimales no diferenciadas, iniciando la cascada endocondral, resultando finalmente en la formacién de hueso.
Los estudios de células estromales no diferenciadas de rata confirman que BMP-2 actia estimulando directamente el
desarrollo de los osteoblastos, y que esta estimulacion resulta incrementada por la adicién de dexametasona (77). Otros
han demostrado que la formacién de hueso se produce en un sitio ortotdpico al afadir médula fresca sola, pero que la
tasa y extension de la cicatrizacion es una funcién de la cantidad de médula y del nimero de células osteoprogenitoras
residentes en la misma (26, 49, 129, 144). Un importante conjunto de experimentos llevado a cabo por Takagi y Urist
(129) demuestra que la adicién de BMPs no resulta efectiva en la cicatrizacion de defectos segmentarios en el caso de
que se bloquee el acceso al canal y estroma medulares, indicando de esta manera que los constituyentes celulares de
la médula son un requerimiento absoluto para la reparacién 6sea mediada por las BMPs. Estos resultados resultaron
corroborados por unos estudios que indicaron que el implante de médula fresca conjuntamente con las BMPs en un
modelo de hueco segmentario en la rata resulta mds efectivo que cualquiera de los componentes implantado por si
solo (74). Podria concluirse a partir de todo lo anterior que los progenitores mesenquimales derivados de la médula, o
CMMs, son la diana de las moléculas osteoinductoras endégenas, tales como las BMPs, que resultan liberadas durante
la cicatrizacién 6sea normal. Por lo tanto, se infiere que debe disponerse de un suministro adecuado de CMMs para
responder a las sefiales normales (o de origen exdgeno) de la reparacién dsea, o de otro modo la cicatrizacion resultard
débil.
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Los datos histomorfométricos generados en el presente estudio proporcionan una base para la comparacién con
otras investigaciones. Al cargar médula fresca procedente de un fémur equivalente sobre un implante de HA/TCP, no
se observa ninguna diferencia significativa en la formacién de hueso comparado con implantes que no han recibido
células. Lo expuesto anteriormente es cierto para ambos puntos temporales en el presente estudio, y probablemente
refleja un ndmero inadecuado de CMMs en el volumen de médula aplicado. En el caso de que se hubieran cargado
los implantes con una cantidad considerablemente superior de médula, la presente invencién y otras habrian predicho
una mayor cicatrizacion del defecto 6seo (74, 144). Sin embargo, se obtiene una aproximacién generosa de un control
clinicamente relevante apropiado mediante la aplicacion de la poblacién celular total obtenida a partir de un hueso
largo, debido a que la extraccién de toda la médula de multiples huesos largos para la reparacién de un defecto local
contradice el juicio clinico ponderado. Resulta quiza mas importante que las CMM:s produjeron un rellenado del hueso
de 19,3% y 43,2% a las cuatro y a las ocho semanas, respectivamente. Al aplicar BMPs purificadas en un portador
idéntico en el mismo modelo experimental, el rellenado del hueso fue de 21% a las cuatro semanas y inicamente de
22% a las ocho semanas (126). Estos implantes de HA/TCP recubiertos de BMP no consiguieron un rellenado dseo
de 43 por ciento hasta transcurridas 16 semanas del implante. Aunque resultaron cantidades similares de hueso de
ambos tipos de implante a las cuatro semanas, las CMMs produjeron el doble de hueso que las BMPs transcurridas
ocho semanas. En esta formulacién, las BMP necesitaron dieciséis semanas para formar la misma cantidad de hueso
que el producido por las CMMs en sélo ocho semanas. Basdndose en lo anterior, aparentemente las CMMs ofrecen
una ventaja considerable respecto a la utilizacién de las BMPs solas, aunque alguna combinacién de BMPs y CMMs
podria proporcionar una reparacion 6sea incluso mds vigorosa y rdpida, tal como se ha comentado anteriormente.

Debido a que el niimero de células progenitoras en el sitio de la reparacién es un factor critico, resulta obligatoria
la comparacién entre implantes cargados de CMMs e implantes cargados de médula a este respecto. El nimero de
células medulares nucleadas depositado sobre un implante fue de aproximadamente cincuenta millones; el mismo nu-
mero que el recolectado de un solo hueso largo. Se utilizaron otros cincuenta millones de células para iniciar el cultivo
de CMMs que finalmente proporcioné las células para un implante. A partir de estos cincuenta millones de células,
se desarrollaron aproximadamente 500 colonias de CMMs, y estas células se expandieron mit6ticamente hasta formar
tres millones alcanzado el final del primer pase. Lo expresado anteriormente representa un incremento de 6.000 veces
el nimero de CMMs al haberse producido aproximadamente doce duplicaciones de la poblacién. Utilizando la téc-
nica actual para cargar este tipo de implantes, aparentemente sélo aproximadamente 150.000 células se convirtieron
en adherentes tras la incubacion con la suspensién de CMMs (32). Sin embargo, la administracion local de 150.000
CMMs purificadas incrementaria el nimero de células progenitoras 300 veces respecto al nimero normalmente pre-
sente en cincuenta millones de células medulares no fraccionadas. Basdndose en estos célculos, la ventaja que ofrece
esta técnica respecto a otras estrategias de regeneracion 6sea es la administracién directa de la maquinaria celular
requerida para la formacion de hueso. Este enfoque presentaria una ventaja extraordinaria en contextos en los que se
reduce el nimero de células progenitoras enddgenas, tal como el producido con el envejecimiento, la osteoporosis o
una diversidad de otras condiciones patoldgicas (33, 72, 82, 118, 128, 135). Otros investigadores han seguido esta 16-
gica, intentando administrar mas células progenitoras simplemente mediante la concentraciéon de la médula, mediante
fraccionamiento crudo y separacién de los glébulos rojos, o mediante el cultivo de células estromales in vitro (26, 83,
103, 105, 144). Ahora que se han establecido técnicas y condiciones que permiten la expansiéon de CMMs humanas
purificadas en cultivo en un factor de incluso mil millones sin pérdida de potencial osteogénico (13), no estan lejos
los protocolos clinicos andlogos para la regeneracion de defectos 6seos humanos. Resultard posible acelerar adicio-
nalmente el proceso de cicatrizacién dirigiendo estas CMMs expandidas en cultivo ex vivo hacia el linaje osteogénico
previamente al implante, reduciendo de esta manera el intervalo in sifu entre la implantacién y su actividad biosintética
como osteoblastos. Se estan llevando a cabo esfuerzos adicionales para desarrollar vehiculos de administracién celular
que proporcionen mds flexibilidad al cirujano, incluyendo materiales que pueden conformarse para la adaptacion a
cualquier tipo de defecto. Mediante la combinacién de un estimulo farmacolégico, tal como las BMP, con un vehiculo
de administracion todavia mejor, serd posible ofrecer a los pacientes opciones terapéuticas que hasta el momento no
se han encontrado disponibles.

Ejemplo 2

Cicatrizacion de defectos femorales caninos segmentarios grandes mediante terapia con células madre mesenquimales
autologas

El presente estudio demuestra que las células madre mesenquimales autélogas expandidas en cultivo pueden rege-
nerar defectos 6seos clinicamente significativos en un modelo animal grande.

Recientemente, se ha establecido la capacidad de las células madre mesenquimales (CMMs) derivadas de médula
Osea singénica para reparar defectos segmentarios grandes en roedores (68). Estas CMMs pueden aislarse a partir de
médula o periostio, expandir su nimero ex vivo, y administrarse nuevamente en el huésped en un vehiculo portador
apropiado. Los estudios en ratas han demostrado que la cantidad de hueso formado 8 semanas después de la implan-
tacion de las CMMs era el doble del resultante de las BMPs administradas en el mismo portador (68, 126). Con el
fin de demostrar la viabilidad clinica de esta tecnologfia, el objetivo de los presentes inventores era regenerar los de-
fectos 6seos segmentarios en un animal grande, que puede someterse a ensayos biomecénicos estrictos. Para alcanzar
este objetivo, se desarroll6 un modelo canino de hueco femoral para comparar los datos radiograficos, histologicos
y biomecénicos tras la implantacién de un portador cargado de CMMs, de portador solo y de autoinjerto de hueso
canceloso.
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Materiales y métodos
Cultivo y manipulacion de CMMs

Se obtuvo un aspirado de 15 cm® de médula 6sea a partir de la cresta iliaca de cada animal, siguiendo un protocolo
aprobado por el IACUC y se transport6 sobre hielo mediante correo nocturno a las instalaciones de cultivo celular. El
aislamiento de las CMMs caninas se llevo a cabo mediante centrifugacion de aspirados de médula completa sobre un
cojin de Percoll, utilizando procedimientos andlogos a los desarrollados para el aislamiento de CMM humanas (54). Se
sembraron matraces de cultivo de tejidos (185 cm?) con 107 células nucleadas aisladas a partir del cojin y se cultivaron
con DMEM que contenia suero de feto bovino al 10% de un lote seleccionado (80). Las células se subcultivaron a una
densidad de 8 x 10° células/cm? y se transportaron de vuelta al hospital veterinario, donde se mantuvieron hasta el
momento de la implantacién. Se prepararon implantes cargados de células mediante la incubacién de cilindros porosos
de hidroxiapatito-fosfato tricdlcico (HA/TCP) recubiertos de fibronectina (Zimmer, Inc.) en una suspensién de 7,5 x
10° células/ml de CMMs durante 3 horas a 37°C. El intervalo entre la recoleccion de la médula y la implantacion fue
de 16 dias. También se cultivd una alicuota de células de cada preparacion bajo condiciones osteoconductoras para
cuantificar aspectos de diferenciacién osteobldstica.

Modelo canino de hueco femoral

Se desarroll6 un modelo de defecto femoral segmentario unilateral para el presente estudio tras la aprobacién
del IACUC. Bajo anestesia general se someti6 a treinta y seis perros sabueso hembra esqueléticamente maduros
(20 kg) a la reseccidon de un segmento osteoperiostial de 21 mm de longitud procedente de la didfisis media. Se
adapté al contorno del aspecto lateral del hueso una placa de crecimiento de 8 orificios Synthes® de 4,5 mm, y
se fij6 con tornillos bicorticales. El defecto se rellené con uno de los tres materiales siguientes: 1) un cilindro de
HA/TCP sin células, 2) un cilindro de HA/TCP cargado de CMMs, o 3) hueso canceloso recolectado de la cresta
iliaca. Los implantes de HA/TCP se fijaron con dos suturas circundando el implante y la placa. Los animales recibieron
antibidticos perioperatoriamente y se administraron analgésicos durante tres dias postoperatoriamente.

Andlisis radiogrdficos e histologicos

Se obtuvieron imdgenes radiograficas estdndares preoperatoriamente, inmediatamente después de las operacio-
nes y a intervalos de 4 semanas hasta la finalizacion del estudio. Todas las muestras contenian una cufia escalonada
de radiodensidad para proporcionar una base para la comparacién de los cambios producidos en el tiempo y entre
perros. Tras el sacrificio, los especimenes se sometieron a radiografia Faxitron de alta resolucién y posteriormente
se procesaron para la evaluacion biomecdnica. Tras el ensayo de torsion, se procesaron secciones longitudinales no
descalcificadas para la histomorfometria cuantitativa.

Ensayo biomecdnico

Dieciséis semanas después del implante, los animales se sacrificaron para el ensayo de torsién de los fémures.
Se extrajo la placa de fijacion, los tornillos y el tejido blando adherente y se incluyeron las metéfisis de los huesos.
Los especimenes se hicieron girar externamente en un aparato de ensayo de torsién adaptado, se registré la carga de
fractura y la rigidez, y los datos se analizaron mediante una ANOVA con un factor con ensayos post-hoc de Student-
Newman-Keuls.

Resultados

Todos los animales toleraron bien el procedimiento quirtdrgico, sin incidencias de infeccion, rechazo del implante o
fallo de la fijacion. Resultaban evidentes dos modos de reparacion en las muestras cargadas de CMMs: en primer lugar,
se form6 una cantidad considerable de callo en ambas interfaces huésped-implante, y en segundo lugar, se desarroll6 un
collar sustancial de hueso circundando el implante mismo. Los implantes sin células no presentaban ninguna de estas
caracteristicas. Las muestras de autoinjerto experimentaron una secuencia tradicional de consolidacién, depositidndose
la mayoria de hueso en el aspecto medial del defecto de hueco. Las muertas cargadas de CMM no sélo se integraron
completamente en la interfaz huésped-implante, sino que el collar periostial se extendié proximal y distalmente mas
alla de los margenes cortados del hueco. Ademads, el didmetro de hueso nuevo en la didfisis central era mayor en
los implantes cargados de CMM que en las muestras de autoinjerto y en extremidades intactas. Actualmente se estd
realizando el andlisis biomecdnico de las muestras recogidas. Los andlisis in vitro del potencial osteogénico de las
CMMs de cada animal demuestran el desarrollo de células positivas para la fosfatasa alcalina que depositan una
cantidad significativa de matriz extracelular mineralizada.

Los datos histomorfométricos preliminares procedentes de portador HA/TCP cargado de CMMs (n=2) y sin células
(n=1) muestra que el rellenado 6seo como porcentaje del espacio disponible es de 39% y 7%, respectivamente. En el
caso de las muestras cargadas de CMMs, ademds de una cantidad considerable de hueso en los limites del bloque
cerdmico, también se observé un callo periostial mineralizado bastante grande. Ademds, se reestableci6 el espacio
medular dentro del defecto. Por el contrario, en los cilindros de HA/TCP sin células, la mayoria del hueso presente se
encontraba en el espacio endostial, con cierta penetracion en el implante.
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El ensayo torsional de las muestras (n=6 en cada grupo) demostr6 que las muestras cargadas de CMM presentaban
practicamente el doble de fortaleza que las muestras sin células, pero presentaban sélo un tercio de la fortaleza de los
controles de autoinjerto.

Comentario

El presente estudio demuestra que las CMMs de un animal grande pueden expandirse en cultivo e implantarse
para la reparacién con éxito de defectos dseos diafisarios grandes. Los datos radiograficos e histolégicos indican que
las CMMs no sélo forman hueso en el interior y circundando el implante directamente, sino que su presencia induce
una respuesta en el periostio del huésped para formar hueso adicional. En la actualidad no se conoce el mecanismo
de lo anterior, aunque es consistente con la observacion de la presente invencién de que las CMMs que experimentan
diferenciacién osteogénica secretan uno o mds factores paracrinos que son osteoinductores (63). La falta conspicua
de formacién de callo y la reaccién periostial en los implantes sin células fueron resultados inesperados. Los datos
radiogréficos sugieren que la regeneracién 6sea mediada por CMMs es mds rapida que el autoinjerto durante el periodo
de estudio. Ademads de establecer un nuevo modelo estandarizado para la reparacion de huesos de animales grandes, el
presente estudio ilustra la viabilidad de traducir la terapia de células madre aut6logas desde el laboratorio a la clinica.

Ejemplo 3
Formacion in vivo de hueso utilizando células madre mesenquimales humanas

Aunque se ha demostrado que las CMMs de rata sintetizan hueso estructuralmente competente en un sitio ortoto-
pico (68), s6lo se ha demostrado que las CMMs humanas formen hueso in vitro (12, 64), y en un sitio de implantacién
ectopica en ratones inmunodeficientes (55). Debido a que la cicatrizacién de fracturas y la reparacién de hueso de-
penden de la capacidad de amasar suficientes células en el sitio del defecto para formar un blastema de reparacion,
una estrategia terapéutica es administrar directamente las células precursoras en el sitio que requiere la reparacion.
Este enfoque resulta particularmente atractivo para los pacientes que presentan fracturas de dificil cicatrizacién, o
para pacientes en los que se ha reducido el reservorio de CMMs como resultado de la edad (72, 118), la osteoporosis
(128) u otra alteracion metabdlica. A partir de lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente estudio es demostrar
que las CMMs humanas expandidas en cultivo y purificadas son capaces de regenerar hueso en el sitio de un defecto
clinicamente significativo.

Materiales y métodos
Cultivo y manipulacion de CMMs humanas

El aislamiento y expansion en cultivo de las CMMs humanas a partir de un aspirado de médula 6sea obtenido de
un voluntario normal tras su consentimiento informado se llevé a cabo tal como se ha indicado anteriormente (54,
52). Tras la siembra inicial en una placa con medio de Eagle modificado por Dulbecco (Sigma) que contenia suero
de feto bovino al 10% (BioCell) procedente de un lote seleccionado (80), se extrajeron células adherentes el dia 3,
en el momento del primer cambio de medio, y posteriormente se sustituyé el medio por medio fresco dos veces por
semana. Las CMMs adherentes representaban aproximadamente 1 de cada 10° células nucleadas sembradas en la
placa originalmente. Tras alcanzar las placas de cultivo practicamente la confluencia, las células se desengancharon y
se subcultivaron en serie.

Ensayos osteogénicos in vitro

Se sembraron nuevamente CMMs humanas en placas de seis pocillos a una densidad de 3x10° células/cm?. El dia
siguiente (dia 0), se proporcion6 medio fresco y las células se cultivaron en ausencia o en presencia de suplementos
osteogénicos (OS) (12, 64). Se llevaron a cabo cambios de medio dos veces por semana, y en los dias 4, 8, 12 y 16,
se sometieron a ensayo cultivos para ntimero celular, bioquimica e histoquimica de la fosfatasa alcalina (APasa) y
produccion de matriz mineralizada utilizando las técnicas indicadas anteriormente (64).

Preparacion de implantes

Se conformaron bloques de cerdmica porosa de hidroxiapatito/fosfato S-tricdlcico (HA/TCP), tamafio de poro
medio de entre 200 y 450 um (Zimmer, Inc., Warsaw, IN), en cilindros de aproximadamente 4 mm de didmetro y 8
mm de longitud con un canal central de 1 mm, o se cortaron en cubos de 3 mm de lado. Los implantes cargados de
CMMs se prepararon mediante incubacién de cubos y cilindros de HA/TCP recubiertos de fibronectina humana en
una suspension de 7,5 x 10° células/ml de CMMs de primer pase durante 2 horas a 37°C, tal como se ha indicado
anteriormente (68). Se prepararon cilindros de control sin células de manera idéntica.

Modelo de hueco femoral de rata atimica
El modelo quirtirgico de hueco femoral utilizado en la presente invencion ha sido utilizado ampliamente en ratas
eutimicas para estudiar la reparacion de los huesos largos (68, 129, 34, 147). Brevemente, se expusieron ambos fémures

de ratas Harlan desnudas (Hsd:Rh-rnu) (de 325 g) mediante aproximacién anterolateral. Se uni6 una placa de fijacién

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2329953 T3

de polietileno a cada fémur con cuatro alambres Kirschner y se extrajo un segmento transversal de 8 mm de la diéfisis
central, conjuntamente con su periostio adherente, utilizando una fresa giratoria de osteotomia bajo irrigacién con
solucion salina. A continuacion, cada animal recibié un cilindro de HA/TCP sin células en un defecto femoral, un
cilindro idéntico cargado de CMMs humanas en el defecto contralateral y un implante subcutdneo de un cubo de
HA/TCP cargado de CMMs a lo largo del dorso.

Radiografia

Inmediatamente después del sacrificio en cada punto temporal, se radiografiaron todos los especimenes en una
posicion lateral utilizando un sistema formador de imdgenes de alta resolucion Faxitron con una exposicién de 35 kVP
durante 30 segundos.

Histomorfometria cuantitativa e inmunoquimica

Tras el sacrificio a las 4, 8 y 12 semanas, se procesé un minimo de 3 especimenes de cada tipo para histologia
no descalcificada tras la radiografia. Se cortaron secciones longitudinales, se tifieron con azul de toluidina O y se
llevé a cabo una evaluacidn cuantitativa de la formacién de hueso utilizando software de andlisis de imédgenes Leica
Quantimet S00MC tal como se ha indicado anteriormente (68). Los datos se analizaron mediante pruebas t de Student.
Las muestras implantadas subcutdneamente se fijaron en formalina, se descalcificaron, se incluyeron en parafina, se
seccionaron en serie y de manera similar se tifieron. Las extremidades de un animal en cada punto temporal también
se prepararon para la inmunotincién con anticuerpo monoclonal 6E2, que distingue las células humanas de las células
de rata (54). Se incubaron criosecciones no descalcificadas en sobrenadante 6E2 o en un control de anticuerpo mono-
clonal primario irrelevante (SB-1) (10), seguido de anticuerpo secundario IgG de cabra antiratén conjugado con FITC
(GIBCO) diluido 1:500 en solucidn salina tamponada con fosfato.

Ensayos biomecdnicos

Doce semanas después del implante, se sacrificaron 7 animales experimentales y 6 animales de control no operados
para el ensayo de torsién de fémures tal como se ha indicado anteriormente (81). Se extrajo la placa de fijacion y el
tejido blando adherente y se incluyeron las metéfisis de los huesos. Los especimenes se hicieron girar externamente
en un aparato de ensayo de torsidon adaptado, se registré la carga de fractura y la rigidez, y los datos se analizaron
mediante ANOVA de un factor con ensayos post-hoc de Student-Newman-Keuls.

Resultados
Cultivo de CMMs y diferenciacion osteogénica in vitro

Se establecieron cultivos de CMMSs humanos vy, transcurridos 7 dias, formaron colonias caracteristicas sobre la
superficie de la placa de cultivo. Las colonias primarias subcultivadas el dia 14 se unieron uniformemente a la super-
ficie de nuevas placas, y se dejaron dividir durante 7 dias mds hasta alcanzar una confluencia de ~85%. Las células
subcultivadas demostraron su morfologia ahusada caracteristica (fig. 6A) y se dividieron uniformemente, resultando
en una distribucién uniforme de las CMMs en toda la placa. Las células derivadas de este primer pase se utilizaron
para la preparacién de implantes, tal como se ha indicado anteriormente, y se utiliz6 una alicuota para confirmar el
potencial osteogénico in vitro de las mismas.

Tal como se ha descrito en los estudios anteriores (12, 64, 13), las CMMs cultivadas con OS experimentaron un
cambio drastico de morfologia celular, de forma ahusada a cuboide, que se vio acompafiado por un incremento de la
actividad de APasa y de la produccién de una matriz extracelular rica en hidroxiapatito éseo (fig. 6B). Se observé un
incremento significativo de actividad de APasa tras 4 dias de tratamiento con OS, alcanzdndose la actividad méaxima el
dia 8, seguido de un declive hasta el dia 16 (fig. 6C). Esta reduccién tardia de la actividad de APasa de los cultivos de
OS se correlaciona con la creciente deposicién mineral y la diferenciacién terminal de las células en osteocitos. Aunque
no se detect6 deposicion de calcio mediante tincién de von Kossa o el sensible ensayo cuantitativo colorimétrico del
calcio en cultivos de control. La figura 6C ilustra que las CMMs cultivadas con OS habian depositado una cantidad
significativa de calcio alcanzado el dia 12 (60 + 5,1 pg/placa) y 16 (98 + 5,0 ug/placa).

Osteogénesis mediada por CMMs en implantes ectopicos de HA/TCP

Los cubos de HA/TCP cargados de CMMs humanas implantados en el espacio subcutdneo de ratas atimicas mos-
traron indicios de osteogénesis a las 4 semanas, aunque se encontraba presente considerablemente mds hueso dentro
de los poros a las 8 y a las 12 semanas. En la figura 7, se muestra una seccién representativa de un cubo cargado
de CMMs recolectado 12 semanas después del implante. La formacion de hueso se produce dentro de los poros de
los cubos y se asocia a elementos vasculares que penetran en el implante. Esta angiogénesis resulta necesaria para la
formacion de hueso nuevo, debido a que la actividad secretoria de los osteoblastos es un fendmeno orientado que es
guiado por la vasculatura (25). Tal como se ha demostrado anteriormente (32, 54), los cubos implantados sin CMMs
en ningun caso contenian hueso, pero se encontraban llenos de tejido fibroso y vasos sanguineos tinicamente.
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Modelo de osteotomia y radiografia

La figura 8A ilustra el modelo de defecto segmentario utilizado en el presente estudio. La placa de fijacién de po-
lietileno en la parte superior del fémur proporciona estabilidad tras la creacion del defecto diafisario de 8 mm. Ningtin
animal experiment6 ningin fallo de la fijacién ni ninguna otra complicacién postoperatoria durante el curso del estu-
dio. Los estudios anteriores han establecido que los defectos femorales que no se implantan con un material bioactivo
dan lugar a una no unién fibrosa que carece de hueso (68, 34, 147). Las radiografias de alta resolucién Faxitron pro-
porcionaron suficiente claridad y detalle para distinguir cambios sutiles producidos dentro del implante y circundando
el hueso del huésped. Las radiografias representativas de los fémures de los 2 grupos recuperados 12 semanas después
del implante muestran sustancialmente mas hueso en animales que habian recibido cilindros de HA/TCP cargados de
CMMs (fig. 8B) que los que habian recibido cilindros sin células (fig. 8C). Se utiliz6 el incremento de radiodensidad,
y la eliminacién de la aparente estructura de poros, como indicacién de la formacién de hueso nuevo dentro del nicleo
del implante. Aunque la integracion del implante, o unidn, no se observo generalmente a las 4 semanas, la formacién
posterior de un puente 6seo radiodenso entre el implante y el huésped a las 8 semanas enmascar6 por completo la
interfaz. A las 8 semanas, el implante cargado de CMMs contenia una cantidad considerable de hueso dentro de los
poros y se encontraba integrado con el hueso del huésped en los extremos del implante. A las 12 semanas, la unién
era completa y resultaba evidente la presencia de hueso adicional en los poros. En algunas muestras se observé la
formacién de callo a lo largo de la placa de fijacién, al igual que una espicula excéntrica ocasional de hueso, habi-
tualmente presente a lo largo del aspecto medial del fémur. Algunos especimenes, tanto con células como sin células,
presentaban grietas dentro del niicleo del implante.

Evaluacion inmunocitoquimica

La tincién inmunocitoquimica con anticuerpo 6E2 demuestra que, a las 4 semanas, practicamente la totalidad de las
células dentro de los poros del implante eran reactivos sobre su superficie y, por lo tanto, eran de origen humano (fig.
9A). A lo largo de la periferia inmediata del implante, las células huésped de rata se encontraban entremezcladas con
las células de donante humano, aunque, a medida que se incrementaba la distancia respecto a la superficie del implante,
cafa rdpidamente la proporcién de células del donante. La presencia de estas células periféricas que no se encontraban
inmunotefidas también sirve como control negativo para este anticuerpo establecido. El material cerdmico mismo,
con apariencia negra en la micrografia de contraste de fases (fig. 9B), muestra un nivel elevado de fluorescencia de
fondo. La exquisita sensibilidad de la interaccion antigeno 6E2:anticuerpo exigia la utilizacién de secciones congeladas
no fijadas que, por desgracia, limitaban la capacidad de procesar estos especimenes de tejido calcificado para la
inmunotincién. Aunque, se pudieron obtener criosecciones satisfactorias de las muestras de 4 semanas (mostradas
en la presente memoria), no pudieron preparar secciones de muestras posteriores, que contenian sustancialmente mas
hueso.

Evaluacion histolégica

El andlisis de las muestras tefiidas con azul de toluidina O confirmé las observaciones realizadas mediante radio-
grafia. Las fotomicrografias de secciones representativas de los grupos de implante recuperados a las 12 semanas se
muestran en la figura 9. La mayoria de los poros de los implantes cargados con CMMs contenian una cantidad sustan-
cial de hueso nuevo a las 8 semanas, y este proceso de regeneraciéon ésea continué durante el periodo de evaluacién
de 12 semanas (fig. 9C). A las 8 semanas, pricticamente la totalidad de los poros contenfa hueso nuevo, excepto en
algunas dreas discretas, en las que podria haberse comprometido la carga de las CMMs. La evaluacién de las extremi-
dades tras los ensayos biomecdnicos indica que las fracturas eran de naturaleza transversal o espiral, y generalmente
se propagaron a través de una regién central del implante que contenia cartilagos o una cantidad modesta de hueso, tal
como se observa en la figura 9C. Durante el proceso regenerativo, se form6 una cantidad sustancial de hueso nuevo
en la interfaz entre el huésped y el implante, conduciendo a un drea continua de hueso a través del defecto. Puede
observarse hueso fibroso nuevo y hueso lamelar en contacto intimo con el margen cortado del cértex del huésped a
las 12 semanas (fig. 9E) y esta region de unidn es directamente contigua con el hueso formado dentro de los poros del
implante. En regiones mas profundas del HA/TCP (fig. 9F), resulta evidente el rellenado de los poros con hueso nuevo
y vasculatura.

En los defectos con portador HA/TCP solo, los poros del implante se encontraban predominantemente llenos de
tejido fibroso, incluso a las 12 semanas (fig. 9D). Muchas muestras presentaban evidencia de integracién modesta de
las interfaces de huésped-implante, y en un extremo de este implante representativo (fig. 9D), aparentemente avan-
zaba el hueso endostial derivado del huésped hacia el interior del canal medular del portador como resultado de la
osteoconduccién. Ninguno de los portadores cerdmicos sin células contenia hueso atravesando los poros del implante.
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Evaluacion histomorfométrica

Los resultados descritos cualitativamente antes se reflejan en los datos histomorfométricos presentados en la
Tabla 3.

TABLA 3

Relleno éseo en implantes de HA/TCP como porcentaje del espacio disponible

Cuatro semanas Ocho semanas Doce semanas
Portador solo 1,89 +1,00 11,47 + 7,08 29,51+ 8,93
Portador més CMMs 1,95 +1,92 26,46 + 3,60* 46,61 + 14,83~

Tabla 3. Se evaluaron histomorfométricamente para el contenido dseo secciones longitudinales a través del defecto
segmentario de ratas atimicas implantadas con portadores cerdmicos, con o sin CMMs humanas. Los resultados repre-
sentan medias + SD de 3 extremidades experimentales de cada grupo a las 4 y a las 8 semanas, y 8 extremidades de
cada grupo a las 12 semanas. *P<0,05 comparado con el portador solo en cada punto temporal.

El hueso presente en los implantes de HA/TCP sin células representa principalmente el crecimiento 6seo desde
los extremos cortados de los cértex del huésped. A las 4 semanas y posteriormente, las muestras cargadas de CMMs
contenian significativamente mds hueso que el grupo de implante sin células, y la fraccién 6sea media dentro del
implante se incrementd con el tiempo, alcanzando 26,5% y 46,6% en los puntos temporales de las 8 y 12 semanas,
respectivamente. Esta fraccién 6sea incrementada a las 8 semanas es 2,3 veces superior que la medida concurrente-
mente en implantes sin células, y a las 12 semanas es mds de 23 veces superior a la observada en cualquiera de las
dos condiciones a las 4 semanas. La fraccién en volumen de portador de HA/TCP permaneci6 constante y sirvié de
control interno para la histomorfometria.

Ensayos mecdnicos

Doce fémures experimentales y 11 fémures intactos de animales de control de edad y peso iguales se sometieron
a ensayos de torsién 12 semanas después del implante. Doce extremidades experimentales no se sometieron a ensayo
debido a que eran extremadamente fragiles. La inspeccién gruesa de los defectos cicatrizados revelé una deformacioén
de rotacidn en varo distal en la mayoria de especimenes. La Tabla 4 resume los resultados de los ensayos mecanicos
en términos de resistencia torsional, rigidez y energfa total absorbida.

TABLA 4

Propiedades mecdnicas de fémures de rata 12 semanas después del implante

Control intacto Portador solo Portador + CMMs
Resistencia (N-mm) 409 + 71 74 + 63 159 + 37
Rigidez (N-mm/grado) 39+55 6,6 +4,2 16,2+ 4,0
Energia (N-mm x grado) 2,6 +0,7 06+04 1,3+0,8

Tabla 4. Resultados de los ensayos mecdnicos en muestras de fémur de rata procedentes de controles de edades
iguales no operados (Controles intactos), o de animales con defectos segmentarios que fueron implantados con el
portador de HA/TCP solo (Portador solo) o con HA/TCP cargado de CMMs (Portador + CMMs). Estos resultados
representan medias + SD de 6 extremidades para cada grupo de implante experimental, y 11 extremidades de los
animales de control. Doce semanas después del implante, se extrajo cada espécimen, se incluyeron los extremos del
hueso y las muestras se sometieron a ensayo en rotacion externa a 6 grados/segundo a lo largo del eje longitudinal
hasta la fractura. La ANOVA de un factor en cada una de las variables demostré una diferencia significativa entre
grupos con P<0,0001. Ademas, cada uno de los grupos era significativamente diferente de los demas para resistencia
y rigidez (P<0,05), segtin se determiné mediante pruebas post-hoc de Student-Newman-Keuls.

Estos resultados demuestran un incremento de 115%, 145% y 112% de la resistencia, rigidez y energia torsional

absorbida, respectivamente, en muestras cargadas de CMMs en comparacién con muestras de portador sin células. Se
encontrd que los tres grupos eran estadisticamente diferentes entre si en par de fractura y rigidez.
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Comentario

Los resultados presentados en la presente memoria demuestran que las CMMs humanas expandidas en cultivo
purificadas son capaces de cicatrizar un defecto éseo clinicamente significativo en un modelo bien establecido de re-
paracién dsea. Aunque se ha demostrado mediante neo-osteogénesis el potencial osteogénico de las CMMs humanas
en implantes subcutdneos (54), asi como en estudios de CMMs aisladas in vitro (12, 64), ésta es la primera demostra-
cion de que las CMMs humanas pueden formar hueso en un sitio ortotopico que requiere reparacién. La combinacién
de CMMs con un portador de HA/TCP poroso presenta potencial regenerativo que es histomorfométrica y biomecani-
camente superior al portador solo. La presente investigacion prepara el terreno para la aplicacion clinica de la terapia
de CMMs autélogas para el tratamiento de defectos ortopédicos en el ser humano.

El incremento progresivo de radiodensidad del hueso en cicatrizacién a las 8 semanas se corresponde con las obser-
vaciones histoldgicas de las extremidades procesadas. La inmunocitoquimica demuestra que las células asociadas a la
cerdmica a las 4 semanas son de origen humana, y que las células circundantes al implante proceden del huésped. A las
8 semanas y posteriormente, las CMMs del donante depositan hueso y eventualmente resulta reabsorbido y sustituido
por hueso derivado de las células huésped mediante la secuencia normal de remodelado (24, 47). Resulta importante
indicar que, durante el proceso de regeneracion del defecto dseo, se forma hueso mediante una conversién directa de
las células mesenquimales en osteoblastos, y no mediante una cascada endocondral. Esta observacién concuerda con
estudios anteriores de osteogénesis en implantes cargados con CMMs animales o humanas (32, 70, 54, 68). A medida
que continda el proceso regenerativo, los poros de la cerdmica se llenan con una cantidad creciente de hueso, que se
deposita sobre las paredes del implante o del hueso preexistente, y que es orientado por la vasculatura en crecimiento
invasivo que proporciona una puerta para la entrada y el establecimiento de nuevos islotes de médula que contienen
elementos hematopoyéticos y CMMs derivados del huésped.

La tasa de regeneracion dsea es inferior a la observada en ratas eutimicas con implante de CMM:s singénicas (68),
sugiriendo que las ratas inmunocomprometidas no son huéspedes ideales para evaluar el potencial de formacién de
hueso de las CMMs humanas. Lo mencionado anteriormente puede deberse en parte a la naturaleza xenogénica del
implante y a la mayor actividad de las células asesinas naturales, lo que podria ser un mecanismo compensatorio para
que el animal se adapte a su deficiente inmunidad mediada por células T (123). Sin embargo, se formé una cantidad
significativamente superior de hueso en el defecto que habfa recibido CMMSs comparado con las extremidades que
recibieron solo portador. El grado de unién huésped-implante fue superior en los implantes cargados de CMMs, lo que
probablemente refleja la contribucién combinada de CMMs implantadas y células derivadas del huésped.

La capacidad de las CMMs humanas de regenerar hueso en este modelo experimental es superior al compararla
con otras investigaciones que han sometido a ensayo implantes tales como matrices de hueso desmineralizado, mé-
dula ésea, proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) purificadas o recombinantes, aloinjertos, ceramicas, fibrometales o
matrices activadas por genes (129, 34, 147). Ademds de formar una cantidad sustancial de hueso histol6gicamente
normal, los datos biomecéanicos demuestran que la resistencia torsional y la rigidez a las 12 semanas eran ~40% las de
las extremidades de control intactas, 1 oque es mas del doble que las observadas con el portador sin células, y también
el doble de la alcanzada en un estudio similar de reparacién 6sea que utilizé autoinjertos frescos en un modelo de
defecto en hueso largo de primate (29).

Recientemente, se han implantado factores de crecimiento, tales como BMP recombinante humana en modelos
de defecto dseo experimental, en un esfuerzo por estimular la reparacién 6sea (147, 78, 29). Aunque las BMPs re-
combinantes son capaces de inducir la cascada endocondral en los implantes ectépicos (146), su capacidad de dirigir
reproduciblemente la formacién de hueso en sitios ortotépicos ha resultado perjudicada por problemas asociados al
disefo y seleccion de un portador apropiado. En contraste con los datos mecdnicos que demuestran una regeneracién
dsea significativa en una ceramica cargada de CMMs, las BMPs administradas en el mismo portador de HA/TCP
no incrementaron la resistencia del implante en comparacion con el portador solo (126). La naturaleza fragil de esta
cerdmica, en combinacién con su lenta reabsorcion y estructura porosa compleja, podrian explicar por qué incluso en
presencia de una formacioén significativa de hueso, la resistencia mecénica sigue siendo inferior que en las extremida-
des intactas. Ademds, el escudamiento frente a la carga que provoca el hueso nuevo, como resultado de que la placa
de fijacion soporta carga, también limita la resistencia del defecto bajo cicatrizacién. Los presentes inventores creen,
tal como se ha sugerido anteriormente (16), que la utilizacién de un cilindro de HA/TCP osteosoportante podria no ser
la matriz ideal para la sustitucion de defectos diafisarios. Los esfuerzos dirigidos al disefio de un portador biomatriz
Optimo para la administracién de las CMMs es un drea activa de investigacion.

El implante de CMMs autdlogas expandidas en cultivo ofrece la ventaja de administrar directamente la maquina-
ria celular responsable de la sintesis de hueso nuevo y de evitar las etapas que de otro modo resultarian lentas, que
conducen a la reparacién 6sea. Incluso en pacientes con capacidad reducida de regenerar el tejido conectivo, presu-
miblemente debido a un titulo bajo de CMMs endégenas (72, 128, 144, 11), estas escasas CMMs podrian aislarse y
expandirse en cultivo mds de mil millones de veces sin pérdida de su potencial osteogénico (13), restaurando o incre-
mentando de esta manera la capacidad del paciente de cicatrizar defectos de tejidos. Los estudios presentados en la
presente memoria sugieren que las terapias celulares basadas en CMMs resultardn ttiles para la reconstruccién de una
diversidad de defectos de tejidos en el ser humano.
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Ejemplo 4
Efecto del recubrimiento sobre la respuesta osteogénica de los cubos de HA/TCP cargados de CMMs

El presente experimento se llevd a cabo en un intento de establecer que los cubos de HA/TCP no recubiertos eran
equivalentes a los cubos de HA/TCP recubiertos de fibronectina o de suero autélogo en la provisién de soporte para la
osteogénesis mediada por CMMs.

Materiales y métodos

Los cubos de HA/TCP estdndares recubiertos con fibronectina, suero autélogo al 1%, suero autdlogo al 10%, o
los que se dejaron sin recubrimiento, se cargaron con CMMs y se implantaron subcutdneamente en ratones atimicos.
Los cubos se extrajeron seis semanas después del implante y se inspeccionaron para el nivel de osteogénesis mediante
métodos de histologia descalcificada. Los experimentos se llevaron a cabo con miltiples donantes humanos y caninos,
y en ratones se realizaron por duplicado.

Resultados y conclusion

Los cubos cargados de CMMs de todos los grupos de tratamiento mostraron una cantidad significativa de formacién
de hueso a las seis semanas. El recubrimiento de los cubos de HA/TCP con fibronectina o con suero no presentd
ningin efecto sobre el nivel de osteogénesis mediada por CMMs dentro del cubo. Tal como se esperaba, los cubos de
HA/TCP de control sin células no presentaron osteogénesis. Basdndose en los resultados anteriormente indicados, se
concluye que HA/TCP sin recubrimiento es un portador viable para la administracion de CMMs para llevar a cabo la
reparacion/aumento 0seo.

Ejemplo 5
Comparacion de materiales de injertacion osea utilizando un modelo de fusion espinal canina

Los datos informados en la presente memoria proporcionan informacidn respecto al valor de la médula 6sea fresca
y de las células madre mesenquimales purificadas expandidas en cultivo como medio para mejorar los materiales de
injertacion existentes en aplicaciones de fusion espinal. Esta tecnologia podria resultar en una mejora significativa
de la eficacia de los materiales y procedimientos de injertacién 6sea. Ademds, la utilizacién de procedimientos de
injertacioén 6sea que no requieren la obtencién de injerto dseo autégeno reducird significativamente la morbilidad de
los procedimientos de injertacion 6sea.

Materiales y métodos

Se ha desarrollado el modelo canino de fusién espinal segmentaria posterior especificamente para la evaluacion
y comparacién de los materiales de injertacion de hueso en desarrollo que habian demostrado resultar eficaces en
animales pequefios. El hueso canino es un modelo mejor del hueso humano que el de roedores (35), y evita muchas de
las limitaciones asociadas a los modelos de defectos comentadas en la presente memoria. La utilizacién de un mayor
volumen de injerto y de un sitio comun para los procedimientos clinicos de injertaciéon (la columna) son ventajas
significativas. El ensayo de tres materiales en cada animal permite controlar la variacién entre animales y reduce el
nimero de animales requerido. El modelo permite la realizacién de ensayos mecéanicos en cada sitio de fusion sin que
se produzcan artefactos derivados de la fijacion interna. La puntuacién de unidén del drea en seccidn transversal de la
masa de fusion en el sitio de la fractura también ha demostrado ser un medio sensible para comparar los materiales
entre si. El andlisis cuantitativo de las imdgenes de TC de cada sitio de fusion antes de realizarse el ensayo destructivo
se desarroll6 en respuesta a la primera revision. De esta manera, ahora resulta posible el andlisis cuantitativo del
volumen de la masa de fusion, de la densidad electrénica media (la mineralizacion) y del 4rea en seccién transversal.

Mediante la utilizacién de dicho modelo, se ha demostrado que un compuesto de coldgeno/cerdmica (CC) consti-
tuido por coldgeno fibrilar de tipo I de piel bovina y granulos de 0,5 a 1,0 mm de didmetro de una cerdmica bifésica
de fosfato cdlcico (60% de hidroxiapatito y 40% de fosfato tricélcico) resulta ineficaz como material de injertacion.
La utilizacion aislada del mismo no resulté mejor que un defecto no injertado. La adicién de un extracto de protei-
nas de matriz 6sea o la adicién de hueso autégeno mejoraron la eficacia (p<0,01), pero el resultado siguié siendo
inferior al del hueso autégeno puro (p<0,01) (55). Se demostrd también que la adicién de dicho compuesto de co-
lageno/ceramica a hueso autégeno a modo de “expansor del injerto éseo” redujo significativamente el rendimiento
del autoinjerto (p<0,01) (58). Resulta interesante que las fusiones exitosas resultantes del compuesto CC presentaban
propiedades mecdnicas similares a las fusiones resultantes del autoinjerto, indicando que los granulos cerdmicos no
reabsorbidos residuales no presentaron ningtn efecto adverso evidente sobre las propiedades de los materiales de la
masa de fusion.

Se evalu6 el procesamiento de la médula 6sea como medio para incrementar el rendimiento de los injertos en un
estudio de fusién espinal, utilizando el compuesto de coldgeno/ceramica de Collagen Corporation como sistema de
administracién de una proteina de matriz purificada, el factor osteoinductor (OIF). Esta matriz se encontraba mez-
clada 50:50 con hueso canceloso autégeno (AB), médula dsea recién aspirada (ABM) o células nucleadas de médula
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osea fresca que habian sido concentradas diez veces mediante centrifugacion y aislamiento de sangre enriquecida en
leucocitos (“buffy coat”, BMC). Por desgracia, tras completarse el estudio, se descubrié que el OIF no era una cito-
quina activa. Las preparaciones anteriores de OIF habian sido inductoras debido a la contaminacién de las mismas con
BMPs. Como resultado, la tasa de fusién total era baja. Sin embargo, se identific una tendencia fuerte de mejora de los
resultados a partir de la concentracién de médula en la comparacién entre ABM y BM (p=0,06, modelo de regresion
logistica con datos agrupados). Por desgracia, la capacidad de los presentes inventores de responder a esta importante
pregunta se hallaba limitada por el pobre comportamiento de la linea base de la matriz. Lo expresado anteriormente
subraya la importancia de seleccionar una matriz efectiva y fiable para la evaluacion de los injertos de médula 6sea en
el presente proyecto. En la Tabla 5 se presenta la incidencia de puntuaciones de unién de O a 4 para cada material en
el presente experimento.

TABLA 5

Puntuacion de union de fusion espinal para materiales de implante seleccionados

Puntuacién de union Puntuacién
total
Materiales N 4 3 2 1 0
AB+OIF/CC 11 2 1 1 2 5 15
BMC+OIF/CC 11 0 2 2 1 6 11
ABM+QIF/CC 11 0 2 0 0 9 6

Estos estudios demuestran que el modelo canino de fusién espinal segmentario posterior es una herramienta sen-
sible y fiable para la comparacién de materiales de injertacion. Los sitios no injertados cicatrizaron pobremente, con
una puntuacién de unién baja. El injerto de hueso canceloso autégeno resulté muy efectivo, pero no cicatrizé todos
los sitios de injertacion. Este espectro de comportamientos para el hueso autégeno permiten evaluar los materiales
que podrian comportarse tan bien o mejor que el hueso canceloso autégeno. Tanto la puntuacién de unién como los
ensayos mecdnicos pueden utilizarse, y han sido utilizados, efectivamente para comparar materiales. La utilizacién
del andlisis de imagenes de TC de alta resolucion afiade una importante herramienta no destructiva de evaluacion que
es flexible, cuantitativa y reproducible. Este modelo establece un nuevo estindar para la evaluacién de materiales de
injertacion dsea.

Modelo canino de fusion espinal segmentaria posterior

Los objetivos especificos del presente proyecto se refieren a la comparacion de tres materiales de injertacion: matriz
cerdmica granular cargada de células madre mesenquimales autégenas, matriz cerdmica granular cargada de médula
Osea fresca y matriz cerdmica granular cargada de médula 6sea fresca y células madre mesenquimales autdgenas.

Se utilizaron doce perros “Beagle” macho (edad: 10 a 14 meses, 12 a 14 kg) para el experimento. Se llevaron a cabo
fusiones localizadas en tres sitios de fusién espinal: L1-2, L3-4 y LL5-6. Se fij6 internamente cada sitio utilizando placas
dobles inmovilizadoras de procesos espinosos contiguos, separadas por un segmento mévil. Se injerté cada animal con
uno de los tres materiales bajo evaluacién. Con el fin de limitar el potencial de sesgo quirtrgico y para garantizar la
distribucién de los materiales en cada uno de los tres sitios de injerto, se prepararon doce cartas, dos conjuntos de las
seis posibles combinaciones de los tres materiales en los tres sitios, al inicio de cada experimento y se introdujeron
en un sobre. A continuacidn, se realizaron asignaciones de sitio intraoperatoriamente mediante extraccion ciega tras
completar la preparacidn del sitio. Se aplicé fijacidn interna en cada segmento utilizando placas en cada uno de los
procesos espinosos. No se realizé inmovilizacién externa. Todos los animales se eutanizaron doce semanas después
de la operacion y se obtuvieron radiografias Faxitron laterales de cada columna extirpada para evaluar la integridad
de la fijacién. Tras extraer las placas, se adquirieron imdgenes de TC de alta resolucién de todos los segmentos de L1
a L6 en cada columna. Los segmentos de fusién individuales se sometieron a ensayo mecdnicamente hasta la fractura
y se evaluaron fisicamente para la unién. La comparacién entre materiales se llevé a cabo basdndose en la puntuacién
de unidn, el andlisis cuantitativo de imagenes de datos de TC y las propiedades mecdnicas observadas en cada fusion.

Tres semanas antes de la fusion espinal, se sometié cada animal a aspiracién de la médula 6sea procedente de la
cresta ilfaca izquierda utilizando técnicas estériles bajo sedacién IV de corta duracién. A continuacién, estas muestras
se transportaron para aislar y proliferar células madre mesenquimales.

El dia de la cirugia, cada animal en el estudio se sometid a fusién espinal en tres niveles separados. Se proporcio-
naron células madre mesenquimales y se recolecté nuevamente médula dsea fresca, en esta ocasion procedente de la
cresta ilfaca derecha. Seguidamente, cada compuesto de material se preparé intraoperatoriamente. Tras la preparacién
del lecho quirtrgico y la aplicacion de fijacion interna, se injert6 un volumen de 2 cm® de cada material en un nivel en
cada animal. De esta manera, cada animal presentaba un sitio de fusién para cada uno de los materiales. Los materia-
les se distribuyeron de acuerdo con un protocolo de aleatorizacién para evitar el sesgo quirdrgico y para garantizar la
distribucién uniforme de los materiales en los sitios.
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Aspiracion inicial de médula dsea y preparacion de las CMMs

Tras la preparacion estéril de la piel, se realiz6 una pequeiia incisidon penetrante (3 mm) utilizando una cuchilla del
n° 11. Se introdujo una aguja de aspiracién de médula 6sea Lee-Lok (Lee-Lok Inc., Minneapolis, MN) en la cavidad
Gsea. Se retird el obturador. A continuacion, se aspiré rdpidamente un volumen de 2 cm® de médula 6sea en una jeringa
de 10 cm® que contenia 1 cm? de solucién salina heparinizada (1.000 unidades/ml). Se retir6 la jeringa y se invirtié
varias veces para garantizar la mezcla. Posteriormente se obtuvieron aspirados utilizando la misma técnica a través de
la misma incisién en la piel y la misma ventana cortical, aunque redirigiendo la punta de la aguja hacia sitios intrame-
dulares separados por lo menos 1 cm. Se mantuvo una presion sobre el sitio durante un periodo comprendido entre 3
y 5 minutos para garantizar la hemostasis. No resulté necesario el vendaje. No result6 necesaria la inmovilizacién ni
la restriccidn post-operatorias.

Aislamiento y cultivo de CMMs

Se obtuvieron aspirados de médula de la cresta ilfaca (10 ml) a partir de perros de origen aleatorio de 15 a 25 kg
bajo anestesia de Propofol (Diprivan al 1%, Stuart Pharm., DE). La médula se extrajo con una jeringa de 10 ml que
contenia 7.500 unidades de heparina (Elkins-Simm, Cherry Hill, NJ) para evitar la coagulacién. En el caso de algunos
perros, se guardé la médula sobre hielo y se envié por correo nocturno a las instalaciones de cultivo celular. Se mezcld
la médula con dos volimenes de medio completo, consistente de FBS al 10% y antibi6ticos (100 U/ml de penicilina
G, sulfato de estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina B 0,25 pg/ml) en DMEM con baja concentracion de glucosa. La
fraccién de células nucleadas de la médula se enriquecié en CMMs basandose en la separacion por densidades en un
cojin de Percoll 1,063 g/cm®. Se afiadieron en capas cuidadosamente dos cientos millones de células nucleadas en 5 ml
de medio sobre 20 ml de Percoll (Sigma, St. Louis, MO). Se consiguié la separacién mediante centrifugacién a400 x g
durante 20 minutos. A continuacidn, las células recogidas en la interfaz de medio-Percoll se lavo y se sembré en placas
de Petri de 100 mm a una densidad de 1,6 x 10* células/cm? en 7 ml de medio completo o en matraces de cultivo T-185
a una densidad de 5,4 x 10* células/cm?® en 32 ml de medio completo. Las células se incubaron a 37°C en un ambiente
de 5% de CO, humidificado. El dia 4 de cultivo, se separaron las células no adherentes conjuntamente con el medio de
cultivo. Los cultivos se alimentaron dos veces por semana y se subcultivaron entre los dias 10 y 13 liberando las células
mediante exposicién a tripsina al 0,05% y EDTA 0,53 mM durante 5 minutos. Las células se sembraron nuevamente
a una densidad de 8 x 10° células/cm? para todos los subcultivos posteriores. Para algunos experimentos, se llevé
a cabo el subcultivo adicional al alcanzar las células la confluencia, tipicamente 5 a 7 dias después de la siembra.

Procedimiento quiriirgico de fusion espinal

Bajo anestesia endotraqueal general se realiz6 una incision longitudinal en la linea media posterior desde T10 hasta
L7. Se utiliz6 el corte por cauterizacidn para delinear las puntas de los procesos espinosos L1 a L6 y se llevé a cabo
la elevacion subperiostial de los musculos paraespinales. Se extirpé el ligamento interespinoso y el tejido interlaminar
en los interespacios L1-2, L3-4 y L5-6 conservando el ligamento flavum. Se utiliz6 una fresa dental para extirpar el
cartilago de la carilla hasta el nivel del hueso subcondral y para llevar a cabo una descorticacién superficial de las
superficies laminares contiguas bajo irrigacion continua de solucién salina. Se evité la entrada en el canal neural. Tras
completar la preparacion del sitio, se introdujo una gasa empapada en solucién salina en cada sitio de fusion, se cubrié
la herida y un asistente no quirtrgico selecciond ciegamente una carta que contenia la asignacién de material/sitio para
el animal en cuestién.

Se triturd ligeramente material cerdmico de hidroxiapatito/fosfato tricdlcico (HA/TCP) poroso, suministrado por
Zimmer Inc. En una combinacién de 60/40, y se tamiz6 para seleccionar un tamafio de particula comprendido entre 1,0
y 2,5 mm de didmetro. Tras la esterilizacion de los granulos, se incubaron 15 millones de CMMs con 1 cm? de cerdmica
durante 3 horas a 37°C bajo agitacién cada 30 minutos. Tal como se ha indicado anteriormente, los grupos de implante
consistian de: 1) grdnulos de cerdmica combinados con CMMs autélogos, 2) granulos de cerdmica combinados con
CMMs autélogos y médula 6sea fresca obtenida mediante aspiracion, y 3) granulos cerdmicos combinados con médula
dsea fresca sola.

Tras la preparacion de todos los materiales de injertacion, los materiales se introdujeron cuidadosamente en los
sitios apropiados para los mismos. Se utilizé aproximadamente 1 cm? de cada injerté para rellenar el drea de las
carillas extirpadas y el espacio interlaminar. El resto de cada injerto se deposité en capas sobre la superficie dorsal de
las Idminas contiguas.

A continuacidn, se aplicé la fijacion en cada sitio. Se utiliz6 una fresa de 1 mm para realizar un orificio en la regién
central del proceso espinoso distal en cada sitio. Se colocaron unas placas de acero inoxidable 316L (0,125 x 0,4”
x 1,4”) en cada cara de los procesos espinosos contiguos y se fijaron al proceso espinoso caudal utilizando tornillo y
tuerca de acero inoxidable (tamafio 2-56, 0,5 de longitud). La presencia de cuatro orificios simétricos en cada placa
permiten la seleccién de entre tres longitudes potenciales de fijacion para adaptarse a las variaciones de distancia
interespinosa en loa sitios individuales (0,757, 0,90” y 1,05). La fijacién al proceso espinoso craneal en cada nivel se
consigue mediante taladrado a través del orificio apropiado en las placas, creando un orificio en el proceso espinoso
y pasando un segundo tornillo y tuerca. Se apretaron ambos tornillos firmemente sin fracturar los procesos espinosos.
Seguidamente se aplicé un segundo tornillo de ajuste en cada sitio para impedir el aflojamiento. A continuacidn, se
cerr6 la herida espinal y el sitio donante de autoinjerto mediante suturas O-Dexon Plus en fascia profundas, suturas
subcutdneas interrumpidas de 2-0 Dexon Plus y después grapas en la piel.
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Tras la preparacion estéril de la piel, se realiz6 una pequefia incisiéon penetrante (3 mm) utilizando una cuchilla del
n° 11. Se introdujo una aguja de aspiracién de médula 6sea Lee-Lok (Lee-Lok Inc., Minneapolis, MN) en la cavidad
Gsea. Se retir6 el obturador. A continuacion, se aspiré rapidamente la médula ésea en una jeringa de 10 cm® y se
mezcl6 con la matriz de cerdmica granular y se dej6 reposar durante 10 a 15 minutos para permitir la formacién de
codgulo. Seguidamente se expulsé a presion el exceso de liquido con una esponja de gasa y se implanté un volumen
de 2 cm?® de matriz impregnada con médula Gsea fresca.

Cuidados de los animales

Los animales experimentales recibieron cuidados de acuerdo con los “Principles of Laboratory Care” y “The Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals”, publicacién del NIH n°® 85-23, 1985.

Cada animal recibié antibidticos profilacticamente de penicilina G, 500.000 unidades IM preoperatoriamente y
ampicilina 250 mg po al dia durante cinco dias post-operatoriamente. Se utilizé acepromazina y tilenol para el do-
lor perioperatorio. No se aplicé inmovilizacién externa. Los animales se alojaron en jaulas durante tres dias post-
operatoriamente y después se trasladaron a cintas, donde realizaron ejercicios diariamente.

Medicacion
Premedicacion: -Atropina (0,02 mg/libra) IM
-Penicilina G, 1,2 millones de U IM

Sedacion para el primer aspirado: ~ -Pentobarbital, 20 a 25 mg/kg IV

Induccion: -Tiamilal Na (Surital), 6 a 8 mg/libra IV
Anestesia: -Halotano en circuito cerrado y oxigeno
Post-operatoriamente: -Penicilina G, 250 mg IM, qd x 5d
Distrés/dolor: -Acepromazina, 2,2 mg/10 kg IV prn
Eutanasia: -Pentobarbital, 50 mg IVP

Recogida de especimenes

Tras doce semanas, los animales se eutanizaron con una sobredosis de pentobarbital y se extirp6 intacta la columna
lumbar. Se obtuvieron radiografias Faxitron laterales para documentar la integridad de la fijacién. Tras extraer las
placas, se limpiaron meticulosamente de tejido blando los segmentos individuales, procurando no dafar la masa de
fusién y con el fin de evitar la deshidratacién del espécimen. A continuacién, los segmentos se impregnaron con
resina ortodontica (Meer Dental Supply, Cleveland, OH) y se congelaron en bolsas de plastico de doble sellado a
-20°C.

Andlisis cuantitativo de imdgenes de TC de los sitios de fusion

Se llevé a cabo la evaluacion cuantitativa de la masa de fusién utilizando tomograffa computerizada (TC) de rayos
X helicoidal y técnicas de procesamiento de imagenes tridimensionales. Entre las mediciones cuantitativas en cada
sitio de fusion se inclufan: 1) volumen de masa de fusidn, 2) drea medida en el plano transversal en la parte intermedia
del disco, y 3) densidad de mineralizacién de la masa de fusién.

Se realiz6 el escaneo con un escaner Somatome Plus 40 CT (Siemens Medical Systems). El espécimen se colocd
con el eje craneal-caudal perpendicularmente a la direccién de desplazamiento de la mesa. En esta orientacién los es-
pacios intervertebrales se encuentran orientados perpendicularmente al plano de escaneo. Lo expresado anteriormente
reduce la probabilidad de omitir caracteristicas de las no uniones presentes en el plano transaxial y permite identificar
con mayor exactitud la linea media del espacio intervertebral. Los escaneos se realizaron a 120 kVp, 210 mA, modo
helicoidal 1 segundo, 2 mm de colimacién y velocidad de la mesa de 2 mm/s durante 30 segundos. Lo anterior produjo
imdgenes con un espesor de seccién de 2 mm y drea de pixel de 1 mm?. A continuacidn, las imdgenes se reconstruye-
ron utilizando el algoritmo dseo y un solapamiento entre imagenes de 1 mm. Lo expresado anteriormente proporciona
la maxima resolucién espacial posible que se encuentra disponible en tres dimensiones (es decir, un tamafo de voxel
de 1 mm?®). Se situé un fantasma de densidad mineral 6sea de Siemens debajo de cada espécimen para proporcionar
una referencia para la cuantificacion de la densidad de mineralizacién dsea.
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Los valores de TC de hueso y de tejido blando son facilmente diferenciables (TC de hueso: 150 a 1.000, TC de
tejido blanco: 0 a 20). Por lo tanto, se llevé a cabo la segmentacién tridimensional de las bases de datos de volumen
reconstruido utilizando un algoritmo bésico automatizado de umbral en cada seccién bidimensional, seguido de un
algoritmo de conectividad entre secciones. Tras segmentar la base de datos tridimensionales, se midi6 el volumen de
la masa de fusién en una regién de interés especifica, definida por los marcadores anatémicos fiduciales. El usuario
selecciona dos puntos que definen los puntos mas dorsales de los fordimenes neurales izquierdo y derecho en el nivel de
interés y en un nivel superior y en un nivel inferior al sitio de interés. El usuario también identifica el punto medio del
disco intervertebral. Las herramientas interactivas para manipular y visualizar las bases de datos 3-D se desarrollaron
utilizando la biblioteca GL y el kit de herramientas Iris Inventor, disponibles en una estacién de trabajo de Silicon
Graphics.

El volumen de la masa de fusién se calculé sumando los véxels segmentados (hueso) en el interior de la regién
de interés especifica y multiplicando dicha suma por el volumen de véxel apropiado (1 mm?). El drea de la masa de
fusién se midié en el plano transversal central de la fusién sumando el nimero de pixels segmentados (hueso) en la
seccion central de la fusién y multiplicando la suma por el drea de pixel apropiada (1 mm?). Se calcul6 una densidad
de mineralizacién media para la masa de fusién completa, refiriéndola a la densidad del fantasma. Se proporciona
un mapa topogréfico 2-D de la densidad mineral dsea en el plano transversal central del disco. El volumen original
de hueso y la seccién transversal dsea de la regién de interés para cada segmento pueden estimarse midiendo la
misma regién en el segmento o segmentos normales contiguos. Lo anterior se utiliza para normalizar los datos de cada
segmento de fusion.

El software para dicho andlisis cuantitativo requiere cuatro médulos: segmentacion 3-D, animacion para la visuali-
zacién de planos transversales y puntos marcadores fiduciales, calculo de la regién rectangular de interés y mediciones
cuantitativas de la fusién 6sea, y un médulo visualizador interactivo para visualizar los datos reconstruidos en 3-D.

Ensayos mecdnicos

Previamente a los ensayos, se descongel6 cada espécimen durante 24 horas a temperatura ambiente. Los ensayos
se llevaron a cabo en un MTS TESTAR Bionix System utilizando un dispositivo adaptado de flexién en cuatro puntos.
Tras tres ciclos sinusoidales de acondicionamiento, se recogieron no destructivamente datos de desplazamiento de
carga en flexion-extension y flexién izquierda-derecha. A continuacion, se llevaron a cabo los ensayos de fractura en
flexién derecha utilizando la funcién rampa a 8 mm/s. Se selecciond la flexién como modo de fractura debido a que
se ha encontrado en estudios anteriores (94) que la rigidez de flexion presenta la correlacién méxima con el estado de
union. Se utilizaron cargas de desplazamiento de carga para derivar la rigidez, la carga maxima, el desplazamiento de
fractura y la energia total de fractura.

Puntuacion de union

Inmediatamente después de los ensayos mecdnicos, se examinaron las superficies del espécimen fracturado utili-
zando una sonda metdlica. Mediante la comparacién de ambas caras de la superficie de la fractura, se puntia el grado
de unidén de cero a cuatro basdndose en un sistema de cuadricula regional (figura 11). Una puntuacién de cuatro se
define como una fusién completa de ambas carillas articulares y la ldmina completa. Se afiade medio punto para la
unién en cualquier mitad de cada carilla articular o en cualquiera de los cuatro cuadrantes de las superficies laminares
contiguas. Por lo tanto, las puntuaciones 0, 1, 2, 3 y 4 representan la unién de aproximadamente 0, 25, 50, 75 y 100
por ciento del drea transversal del volumen injertado, respectivamente. La puntuacién se realiza por consenso de dos
observadores que examinan los especimenes simultdneamente y que son ciegos respecto al material injertado en cada
sitio.

Andlisis estadistico de los datos de puntuacion de union y de la TC de fusiones espinales

Se analizaron los datos de puntuaciones de unién y los generados en las TC para determinar si el resultado diferia
estadisticamente debido a efectos de sitio y/o de material. La base de datos se considera “incompleta” debido a que
Unicamente pudieron someterse a ensayo un material en cada sitio de un animal. Por lo tanto, tanto el sitio como el
material son factores repetidos, aunque con observaciones faltantes. Con el fin de incluir el perfil de datos faltantes
del disefno experimental, asi como la posible correlacion entre las observaciones en un mismo animal, se utiliz6 un
modelo de regresién para datos de mediciones repetidas. Esta estrategia de modelado utiliza el enfoque de ecuacién
de estimacion generalizada (GEE) descrito por Zeger et al. (150) y por Ou et al. (108). Debido a que las puntuaciones
de unién para un perro dado son potencialmente no independientes, se utilizé una estructura de trabajo de la indepen-
dencia de covarianza, asi como una estimacion robusta de la varianza, durante el ajuste del modelo. La estructura de
covarianza no puede ignorarse sin que ello suponga un impacto sobre inferencias realizadas a partir de los coeficien-
tes de regresion para los efectos de sitio y material. Se utilizaron pruebas t con estimaciones robustas de la varianza
para las comparaciones especificas entre materiales y sitios, tal como describe Paik (112). La puntuacién de unién
sigue siendo el pardmetro de resultado principal, sin embargo las propiedades de distribucién de los datos de la TC
determinarén finalmente la estrategia de modelado estadistico.
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Andlisis estadistico de los datos de ensayos mecdnicos de fusiones espinales

Los pardmetros mecdnicos resultan fuertemente influidos por la puntuacién de unién. Por lo tanto, se utilizaron los
ensayos mecdnicos en este modelo como pardmetro de resultado secundario, principalmente como medio para com-
parar las propiedades del material del hueso formado en las fusiones completas (drea transversal grande-puntuacién
de unién de entre 3,5 y 4,0) inducidas por diferentes materiales. El hecho de que se seleccionasen uniones completas
permitié comparar fusiones que presentaban momentos de inercia similares. La complejidad de la geometria dsea en
las fusiones parciales y la amplia variacién local de la calidad del tejido blando no unido en el sitio de injertacién
impidio la realizacion de un andlisis ttil de las uniones parciales. La eleccion de dicha estrategia refleja la creencia
practica de que, a menos que la puntuacién de unién sea elevada, las propiedades del material del hueso formado
por un material de injertacién dado no resultardn clinicamente importantes. Se utiliz6 la prueba t de Student para las
comparaciones de primer orden. El andlisis de datos apareados es el mas apropiado, pero no resulta posible a menos
que las tasas de unién de los dos materiales que deben compararse sean elevadas.

Resultados preliminares del estudio de fusiones espinales en perros grandes

Al incubar 15 millones de CMMS en 1 cm? de cerdmica granular, utilizando las técnicas para crear granulos de
cerdmica cargados de CMMs descritos en la presente solicitud, se encontré que mds del 95% de las CMMs propor-
cionadas eran adherentes al material cerdmico tras un periodo de incubacién de 3 horas a 37°C. El material cerdmico-
CMMs se ajustaba perfectamente en el interior del sitio del defecto quirdrgico creado, sin evidencia de migracién
alguna del material implantado incluso 12 semanas después de la operacion. Las muestras, con o sin CMMs, que se
combinaron con médula fresca en el momento de la implantacién, formaron un codgulo blando que cubrié laxamen-
te la cerdmica. No se produjeron problemas técnicos durante la preparacién ni durante la implantaciéon de ninguna
muestra. El andlisis de las células derivadas de cada animal demostré el potencial osteogénico in vitro y la formacién
significativa de hueso en el ensayo estindar de implantacion ectdpica in vivo.

Se sacrificaron todos los animales 12 semanas después de la cirugia. Unas placas radiogréficas simples demostraron
la presencia de unién 6sea en practicamente la totalidad de los animales que recibieron implantes basados en CMMs.
La reconstruccién tridimensional a partir de los escaneos de TC de 2 mm de espesor a intervalos de 1 mm a través
del sitio quirdrgico ilustran una masa de fusién mds grande en aquellas regiones que contienen implantes con CMMs
en comparacién con implantes que contienen tnicamente médula fresca. Las puntuaciones de fusion de las muestras
que contienen CMMs también eran mds altas que aquéllas que contenfan dnicamente médula 6sea. Ademas, dichas
puntuaciones de fusién también eran mds altas que las alcanzadas en un estudio anterior utilizando muestras preparadas
de manera similar que contenian BMP-2 humana recombinante.

Ejemplo 6
Reparacion de defectos 6seos utilizando médula dsea en una esponja que contenia coldgeno absorbible

Los objetivos del presente estudio eran demostrar la eficacia de la médula dsea y/o de las células madre mesen-
quimales (CMMs) durante la cicatrizaciéon de los defectos dseos clinicamente significativos en un modelo animal
establecido.

Materiales y métodos

En el estudio, se utilizaron ratas Fischer 344 (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) de aproximadamente

325 gramos de peso. Se cred en cada fémur un hueco femoral bilateral de 8 mm de longitud. Esta longitud se encuentra

aproximadamente en el didmetro de la didfisis media del fémur. Se aplic6 una placa interna de fijacién con cuatro
alambres Kirschner. Se trataron separadamente los grupos de comparacién con uno de los siguientes:

(1) esponja estéril Gelfoam® (Upjohn-Kalamazoo, MI),

() polvos estériles Gelfoam®,

(3)  codgulo sanguineo periférico,

(4)  codgulo sanguineo periférico mas médula derivada de cuatro huesos,
(5)  esponja Gelfoam® que contiene médula derivada de cuatro huesos,

(6)  esponja Gelfoam® mds cantidades variables de médula procedente de entre un hueso completo y medio
hueso en presencia y en ausencia de sangre periférica fresca para proporcionar un coagulo.
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En este sistema animal, la médula fresca de cuatro huesos rinde aproximadamente 150 millones de células, mientras
que la médula de medio hueso rinde aproximadamente 20 millones de células nucleadas. Cada grupo estaba constituido
por un minimo de tres animales, la totalidad de los cuales se sacrificaron seis semanas después de la cirugia para
obtener los resultados finales deseados. Algunos animales se sometieron a radiografias Faxitron de alta resolucién
en un punto intermedio tres semanas después del implante. En el punto temporal de las seis semanas, cuando se
sacrificaron todos los animales, se extrajeron las extremidades, se radiografiaron y se prepararon para la evaluacién
histoldgica no descalcificada.

Las propiedades de manipulabilidad de la esponja Gelfoam®, en combinacién con médula fresca en presencia o en
ausencia de codgulo sanguineo periférico fresco, resultaron deseables y practicamente equivalentes.

Resultados

La evaluacién de las radiograffas tras el sacrificio de los animales a las 6 semanas no reveld la presencia de
hueso en la regién del defecto en aquellos animales con implante de esponja Gelfoam® sola o en los animales con
implante de médula fresca y un codgulo periférico. Se observé una formacién minima de espinas endostiales de
hueso nuevo en los margenes cortados del defecto, tal como en el caso del control histérico de no implante solo. Por
el contrario, aquellos animales que recibieron esponja Gelfoam® méds médula procedente de cuatro huesos o de un
hueso, en ausencia o en presencia de coagulo periférico, mostraron una respuesta robusta de cicatrizacion osteogénica
en la region del implante. Los animales con implante de esponja Gelfoam® y médula procedentes de medio hueso en
presencia de codgulo periférico mostraron tnicamente cantidades modestas de formacién de hueso. Finalmente, los
animales con implante de esponja Gelfoam® y médula procedentes de medio hueso en ausencia de codgulo periférico
fresco mostraron una falta de hueso en la regién del defecto. El anélisis histologico de todos los especimenes confirma
las observaciones realizadas basandose en radiografias de alta resolucién. La formacién de neocértex en muestras de
esponja Gelfoam® cargada de células medulares fue impresionante. La evaluacién histolégica también indica que no
result6 retenido material residual de Gelfoam® en el sitio del implante a las seis semanas de la cirugia. Las muestras
de esponja Gelfoam® cargadas de médula procedentes de un hueso mostraron islotes de elementos hematopoyéticos
en desarrollo en el canal medular. Las interfaces huésped-implante aparentemente se encontraban intactas.

En resumen, la respuesta osteogénica significativa de la médula singénica en cada una de las ratas receptoras con
implante de esponja Gelfoam® indica la conveniencia de dicha implantacién combinada de células y matriz para la
reparacion de defectos dseos significativos.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién para su utilizacion en el aumento de la formacién de hueso, que comprende un biopolimero re-
absorbible seleccionado de entre el grupo constituido por gelatina, celulosa y coldgeno en combinacién con células
madre mesenquimales aisladas, en la que el biopolimero reabsorbible es una esponja, tira, pelicula o malla de un
implante tridimensional estructuralmente estable en forma de cubo, cilindro o bloque o conformado en una forma
anatémica, y con la condicién de que las células madre mesenquimales no sean células madre embrionarias humanas.
2. Composicidn segtin la reivindicacion 1, en la que el biopolimero reabsorbible se encuentra en forma particulada.

3. Composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la gelatina es una gelatina derivada
de piel bovina.

4. Composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademds comprende ademds por lo me-
nos un factor bioactivo que induce o acelera la diferenciacion de dichas células madre mesenquimales en el linaje
osteogénico.

5. Composicidn segiin la reivindicacién 4, en la que las células se ponen en contacto con el factor bioactivo ex vivo.

6. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 4 6 5, en la que las células se ponen en contacto
con el factor bioactivo cuando se encuentran en contacto con el biopolimero reabsorbible.

7. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la que el factor bioactivo es un glucocorticoide
sintético o una proteina morfogénica dsea.

8. Composicién segtn la reivindicacion 7, en la que el glucocorticoide sintético es dexametasona.

9. Composicioén segtn la reivindicacién 7, en la que la proteina morfogénica dsea se encuentra en un portador
liquido o semisélido apto para la inyeccién intramuscular, intravenosa, intramedular o intraarticular.

10. Composicién segun las reivindicaciones 7 6 9, en la que la proteina morfogénica dsea se selecciona de entre el
grupo constituido por BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-6 y BMP-7.

11. Utilizacién de una composicién farmacéutica segun las reivindicaciones 1 a 11, para la preparacién de un
medicamento destinado a incrementar la formacién dsea en un individuo que necesita la misma.

12. Utilizacién segun la reivindicacién 11, en la que el medicamento estd destinado a la administracién de la
composicioén farmacéutica en una cantidad que incrementa de la formacién de hueso.
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