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INFORMACION DEL ARTiCcULO RESUMEN
Historia del articulo: El cartilago es un tejido sensible propenso a la degeneracién con la prictica de deporte y
Recibido el 15 de septiembre de 2016 el envejecimiento. Las enfermedades articulares degenerativas estan entre las mas profun-
Aceptado el 6 de octubre de 2016 damente invalidantes y limitantes en cuanto a actividades y calidad de vida. Las terapias
On-line el xxx biolégicas se han vuelto disponibles para potencialmente tratar artrosis y defectos condra-
les focales. Sin embargo, aiin no hay manera eficiente de regenerar cartilago hialino nativo.
Palabras clave: Las terapias con células madre y la bioingenieria constituyen un terreno prometedor, el cual
Cartilago puede transformar los paradigmas en ortopedia. Esta revisién provee una visién en conjunto
Células madre del corriente estado de las terapias con células madre y progenitoras. Resumimos opciones
Artrosis de células expandidas en cultivo y ademads, 4 fuentes frecuentes de células madre adultas:
Lesiones condrales focales médula dsea, tejido adiposo, tejido sinovial y sangre venosa periférica, junto a estudios cli-

nicos reportando su eficacia. El propésito de esta revision es resumir el potencial reportado
de terapias con células madre adultas enfocdndonos en lesiones condrales focales y artrosis.
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Stem cells and progenitor for cartilage repair: Sources, safety, evidence
and effectiveness

ABSTRACT
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Cartilage is a sensitive tissue which prone to degeneration with the continuous practice of
sports and with the aging process. Degenerative joint diseases are among the most disabling
and limiting diseased in regards to daily activities and quality of life. Biological therapies
have become available for potentially treat osteoarthritis and focal chondral defects. Howe-
ver, there is still no efficient way to regenerate native hyaline cartilage. Stem cell therapy
and bioengineering is a promising field, which can transform the paradigms in orthope-
dics. This review provides an overall view of the current state of biological therapies with
stem and progenitor cells. We summarize cell therapy options with culture expanded cells
and also four common sources of adult stem cells: bone marrow, adipose tissue, synovial
tissue and peripheral venous blood, with clinical studies reporting their effectiveness. The
purpose of this review is to summarize adult stem cells approaches for the treatment of

focal chondral lesions and osteoarthritis.
© 2016 Federacién de Sociedades y Asociaciones Latinoamericanas de Ortopedia y

Traumatologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an open access article under the

CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

Las terapias celulares estdn emergiendo como tratamientos
prometedores para muchas condiciones musculoesqueléticas
que afectan a atletas y a la poblacién adulta'™. Las terapias
con células madre y progenitoras proveen potencial para bene-
ficio clinico, mediante mecanismos de regeneracién tisular e
inmunomodulacién®®. En cirugia ortopédica, lesiones condra-
les focales, artrosis, fracturas y lesiones de tejido blando como:
tendones, musculos y ligamentos son terrenos fértiles para
terapias con células madre.

Las células progenitoras incluyen cualquier célula que
puede proliferar para formar progenie y estas, a su vez, dife-
renciarse en un tejido adulto. Las células madre son un
subconjunto de células progenitoras que poseen «capacidad
de autorrenovacién»'%14, Este es un proceso donde la célula se
divide de forma asimétrica, produciendo 2 células hijas. Una
célula hija es idéntica a la célula inicial y permanece dispo-
nible para otra divisién asimétrica de «autorrenovacién». La
segunda célula hija, una célula progenitora, que al contrario de
la célula madre procede a dividirse y diferenciarse. Las células
progenitoras son ampliamente més frecuentes que las células
madre en los tejidos. A menudo, el término «célula madre» es
usado incorrectamente para describir ambas células progeni-
toras y madre en conjunto’>'°. El uso de nomenclatura precisa
y estandarizada es crucial para el entendimiento del compor-
tamiento biolégico de células in vivo e in vitro, y mejora la
comunicacién cientifica.

Las células madre pueden ser clasificadas de varias mane-
ras: 1) autdlogas o alogénicas; 2) adultas, embrionarias o
células madre pluripotentes inducidas (iPSC), y 3) nativas
(tejido residente) o células expandidas. El propésito de esta
revisién es determinar la utilidad de células madre adultas
en ortopedia, con especial foco en lesiones condrales focales
y artrosis, indicando fuentes, seguridad, eficacia y resultados
objetivos y subjetivos’’.

Las células madre embrionarias (ESC) tienen potencial de
diferenciacién pluripotente, hacia todos los tejidos, como deri-
vados de: ectodermo, endodermo o mesodermo’. Se obtienen
del embrién en sus primeros estadios'®'? y, frecuentemente,
plantean condicionantes éticos'® y riesgo de transformacién
oncogénica’?!, Los avances en manipulacién genética de las
células fibroblésticas adultas, principalmente de la dermis,
y de células fetales han generado iPSC, a través de meca-
nismos de reprogramacién genética viral y no viral??>~?. Son
también células pluripotentes por naturaleza, y como pueden
obtenerse de tejido adulto, no estdn asociadas con problemas
éticos circundando ESC. Por el contrario, las células madre
adultas tienen la capacidad de diferenciarse en uno o mas
fenotipos de tejidos embrionariamente relacionados; pueden
obtenerse facilmente de diversos tejidos, no presentan cues-
tiones éticas y usualmente no se han asociado con riesgos de
transformacién maligna?®’.

Nomenclatura de células madre adultas y células
progenitoras

Se han utilizado términos muy diferentes para describir las
mismas poblaciones de células madre adultas y progenitoras
en tejido nativo. En una aproximacién para proveer escla-
recimiento, fue propuesto el término progenitoras de tejido
conectivo (CTP), que incluye la poblacién heterogénea nativa
(tejido residente) entera de células madre y progenitoras,
con el potencial de activarse y generar progenie que puede
contribuir hacia uno o més tejidos conectivos (p. €j., 6seo, adi-
poso, cartilago, fibroso, sangre y musculo)'®'-?8, Las CTP son
residentes y pueden ser cosechadas de médula 6sea, tejido
adiposo o cartilago, entre otros tejidos. Sin embargo, las CTP
en cada tejido tienen, a menudo, diferentes nichos, potencial
y atributos bioldgicos. El término CTP reconoce que estas célu-
las derivadas de tejido no son una poblacién uniforme, y hasta
que se logre una detallada caracterizacién, las CTP podran
solamente ser detectadas por su capacidad de proliferar y
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Tabla 1 - Comparacion de expresion de CD y potencial condrogénico

Célula madre Proceso secuenciado Marcadores Marcadores CD PC Concentraciéon
para recoleccién CD positivos negativos de células
madre
SDSC3438 Tejido sinovial y 44, 69, 73, 90, 11b, 34, 45 c 1.000-
subsinovial, digestién 105, 106, 166, 30.000/ml
enzimatica, filtrado, cultivo 271esla
(aprox. 2 semanas) subpoblacién
mas
condrogénica
BM-MSC3339:40 BMA, centrifugado, cultivo 73, 90, 105 14, 34, 45, 0 b 1-300.000/ml
(aprox. 2-4 semanas) 11b, 79alpha, (dependiendo
019 y HLA DR de la edad
del paciente,
sitio, sexo
y salud; y
técnica del
proceso de
recoleccién)
PBMGC*:42 o PBPC*344 Sangre fresca en EDTA, 34, 45,133 Marcadores E 2-5 x 10%/kg
centrifugado, cultivo (recién aisla- para MSC del peso del
hipéxico o norméxico das/condicién paciente
(aprox. 2-4 semanas); o normoxica) 34, 45,133 (poblacién de
administraciéon subcutanea entre otros (condiciones células madre
seriada de G-CSF, seguido hipéxicas) heterogéneas)
de aféresis 44,90, 105,
106, 146, 166
y Stro-1
ASC39:45-49 Lipoaspirado o almohadilla 13, 29, 44, 73, 11b, 31, 45, 106, e 5.000-
grasa infrarrotuliana, 90 y 105 HLA DR entre 1.500.000/ml
digestién enzimatica, (>80%), 34 otros
centrifugado, cultivo (inicialmente),
(aprox. 2-4 semanas) 36, 10, HLA
ABC entre
otros

ASC: células madre adiposas; BMA: aspirado de médula ésea; BM-MSC: células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea; EDTA: 4cido
etilenediaminetetraacético; G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; PBMC: células mononucleares de sangre periférica; PBPC:

células progenitoras de sangre periférica; PC: potencial condrogénico; SDSC: células madre derivadas de tejido sinovial.

a Bajo.
® Moderado.
¢ Alto.

formar colonias en una superficie 2D o en ensayos de medios
viscosos 3D de unidades formadoras de colonias (UFC)!01128,

Por el contrario, las células cultivadas difieren de las células
nativas y minimamente manipuladas. Las células expandidas
en cultivo proveen poblaciones mas homogéneas y numerosas
que las derivadas de tejido nativo. No obstante, los atribu-
tos celulares pueden cambiar rdpidamente en un cultivo. El
ejemplo mas conocido y comercializado de células expandidas
en cultivo son las células madre mesenquimales (MSC)?°. Las
MSC son células adultas, plasticas, adherentes y expandidas
en medios de cultivo, que para ser clasificadas como células
que retienen la capacidad de diferenciacién trilineal (carti-
lago, 6seo o tejido adiposo)®°-3? deben expresar los siguientes
marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90, y la falta de
expresién de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79alpha o CD19 y
HLA-DR moléculas de superficie®® (tabla 1).

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) des-
arrollé los criterios que definen las MSC?>33. Sin estas
caracteristicas, el término MSC no deberia usarse. La defini-
cién de las MSC, a pesar de no ser ideal, ha ayudado a ordenar

el uso indiscriminado de «MSC» para describir todo fibroblasto
expandido en medio de cultivo sin importar las caracteristicas.
Sin embargo, informacién reciente demuestra que una pobla-
cién de MSC, que cumple con estos criterios, puede variar
ampliamente en cuanto a potencial biolégico®. Todavia no
disponemos del grupo de marcadores especificos que iden-
tifican las CTP de tejidos nativos. Pero, la concentracién, la
prevalencia y el potencial biolégico pueden ser estimados con
ensayos de UFC in vitro. Los ensayos de CTP se han mejorado
usando criterios incorporados por la Sociedad Americana de
Pruebas de Materiales (ASTM): «<Ensayos de unidad formadora
de colonias automatizada (UFC)-Adquisicién de iméagenes y
método de andlisis para la enumeracién y caracterizacién de
células y colonias de cultivo» para uso con sistemas auto-
matizados para anélisis de imégenes°'. Tradicionalmente, los
métodos utilizados para cuantificar colonias han demostrado
estar sujetos a una amplia variacién interobservador?.
Cuando el tejido esta recién recolectado (p. €j., aspirado
de médula 6sea [BMA]) contiene CTP, pero la prevalencia y la
funcién de estas CTP no puede calcularse sin ensayos de UFC.
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Tabla 2 - Factores de crecimiento para diferenciacién trilineal

Célula adulta deseada  Medio de cultivo que conduce

Tincién

Condrocito Acido ascérbico, BMP-6-7, TGF-B3, dexametasona, insulina, IGF-1, FGF
Osteoblasto Acido ascérbico, BMP-2, dexametasona, 1,25 OH vitamina D3
Adipocito Dexametasona, metilxantina de isobutilo, indometacina, insulina,

tiazolidinediona

Azul alcian, safranina o/verde rapido
Rojo alizarina/Picrosirius Red
Oil red O o sudan

BMP: proteina morfogénica dsea; FGF: factor de crecimiento fibroblastico; IGF: factor de crecimiento insulinico; TGF: factor de crecimiento

transformante.

Tomado de Johnstone et al.”!, Gimble et al.”?, Estes et al.”® y Zuk et al.”*.

Por lo tanto, si son usadas células sin procesar ni cuantificar,
deberian describirse de la medida métrica mas cuantitativa
posible, por ejemplo, células nucleadas mixtas derivadas de
tejido (MTDNC)*3, o células nucleadas mixtas de médula ésea
(MBMDNC).

Como las CTP, son una poblacién heterogénea de células
madre y progenitoras residentes en tejido nativo, estas inclu-
yen las células proliferativas de las cuales derivan las células
expandidas MSC. No obstante, los atributos de las colonias for-
madoras de CTP difieren de los atributos que definen alas MSC
de la ISCT. Se cree que ambas células madre y progenitoras
estdn en casi cualquier tejido del cuerpo y tienen la habili-
dad para migrar hacia los lugares de la lesién y ser capaces de
neoformar nuevos tejidos>*>® que asisten con regeneracién
tisular, ya sea directamente por medio de diferenciacién hacia
células adultas o indirectamente mediante citocinas, factores
de crecimiento, quimiocinas para inmunomodulacién, esti-
mulando la angiogénesis y reclutando células progenitoras
especificas del tejido nativo con el fin de crear un microam-
biente regenerativo>®-%2.

Fuentes de células madre y células progenitoras

Las células madre y CTP pueden ser aisladas de cualquier
tejido conectivo®3®°. Las células obtenidas de cada fuente de
tejido presentan variacién intrinseca en cuanto a capacidad de
proliferacién y diferenciacién hacia ciertas lineas celulares® .
Se obtienen mejores resultados en la supervivencia del injerto
cuando se cosechan células del mismo tejido o tejido vecino
del cual se van a usar para regenerar®®. Especial atencién
merece el destino del injerto, ya que este puede afectarse por
el sitio del cual se colectan las células y de sus caracteristicas.

Cuando las células se expanden en cultivo, la suplementa-
cién con factores de crecimiento asisten en la diferenciaciéon
de MSC hacia cualquiera de las 3 lineas celulares®®’! (tabla 2).

Células progenitoras derivadas de médula ésea

La médula ésea es una de las fuentes mas comunes para
la cosecha de células madre y progenitoras, usualmente por
medio de aspiracién de la cresta iliaca. Las CTP forman una
poblacién pequena dentro de la médula 6sea. Su concentra-
cién promedia entre 1.000 y 2.000 CTP/ml de aspirado, con
una prevalencia estimada entre 1x 10 a 1 x 107 células’,
dependiendo de las variables del paciente y la técnica de
aspirado®?’/-78, El BMA es la fuente mas utilizada en terapia
celular por su facil accesibilidad y la larga experiencia’®#?. La
técnica éptima estima, al menos, un aspirado de 2-4ml por

puncién y deben efectuarse las punciones necesarias hasta
conseguir el volumen deseado, insertando el trocar profunda-
mente en el hueso iliaco, retrayendo tras cada aspirado 5mm
la aguja. Esto incrementa el rendimiento de CTP cosechadas,
limitando la hemodilucién por sangre periférica?®768384 gj se
aspira 10 ml en una Unica vez, la concentracién de CTP cae de
2 a4 veces?. El procesamiento de la muestra puede incremen-
tar la concentracién y la prevalencia de CTP, por remocién de
glébulos rojos, suero y células no CTP de una poblacién celular
mixta’”:8>,

Hay diferentes alternativas para obtener un namero supe-
rior de células madre/progenitoras de una muestra de BMA,
expandirlas en medio de cultivo in vitro para obtener BM-MSC,
o técnicas de procesamiento, como separacién por densi-
dad. Actualmente, se realizan preparaciones de concentrado
de BMA (BMAC) autélogo para usar directamente intraope-
ratorio para implantar BMA con minima manipulacién®®. Un
defecto del BMAC es la poblacién celular heterogénea encon-
trada en el preparado, incluyendo endotelial, hematopoyético
y células inflamatorias. Las preparaciones también varian
ampliamente entre individuos y debido a edad y sexo’®87-0,
y por sitio de aspirado dentro de un mismo paciente. Los
métodos de separacién de densidad para preparar BMAC gene-
ralmente requieren al menos 60 ml of BMA de la cresta iliaca
anterior o posterior, pero este volumen no se aspira en un solo
sitio. E1 BMA es idealmente aspirado en multiples muestras
de 2-4ml (para reducir hemodilucién) a través de perforacio-
nes corticales, yendo profundo dentro de la cavidad medular
usando la misma incisién cutdnea®*. Esto es hecho en una téc-
nica perpendicular (a la cresta iliaca): teniendo la aguja dentro
de la cavidad medular, avanzando cada 5-10 mm usando el
obturador y en una proyeccién en abanico, una o 2 veces
seguido de aspiracién, permite 2 o 3 aspirados a través de la
misma perforacién cortical, y luego moverse hacia una nueva
perforacién cortical. Otro abordaje es la técnica en paralelo (a
las tablas internas y externas de la cresta iliaca): avanzando
cada 5-10 mm usando el obturador entre ambas tablas y en una
proyeccién en abanico, permite 3 o més aspirados'®. La cen-
trifugacién (separacién por densidad) es usada para remover
plaquetas, granulocitos y glébulos rojos. Este paso concentra
el numero de células y CTP, por lo tanto, las células que se van
a utilizar intraoperatorio® (fig. 1).

Tejido adiposo

Otra fuente comun de terapia con células madre y progeni-
toras es el tejido adiposo®"®?. Es principalmente recolectado
de aspirado o liposuccién, o remocién quirtrgica (p. €j.,
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Figura 1 - Foto demostrando técnica de recoleccion
de médula ésea (A) seguido de BMAC de la muestra con
3 capas definidas (B).

una fuente emergente reciente es la almohadilla grasa
infrarrotuliana)’#°>°*, Es por lejos menos celular que el aspi-
rado de médula dsea, pero la prevalencia de CTP es mayor,
promediando 1 en 4.000 células. Algunos autores consideran el
tejido adiposo como una reserva atractiva y facilmente dispo-
nible para terapia con células madre®. Sin embargo, colonias
formadoras de CTP derivadas de tejido graso y expandidas
en cultivo presentan diferentes patrones de comportamiento,
proliferacién y diferenciacién celular, comparadas con CTP de
la médula ésea. Por consiguiente, una mejor categorizacién
es necesitada’’. Estas variables son, a su vez, afectadas con
los mismos factores intrinsecos mencionados anteriormente,
como individuales, edad y sexo. Estudios han reportado que
células madre adiposas (ASC) tienen capacidad condrogénica
y osteogénica reducida en las mismas condiciones estandar de
cultivo®®?°, a favor de una diferenciacién méas robusta hacia
células musculares y cardiomiocitos'®. Esto puede ser, en
parte, debido a la baja expresién endégena del ARN mensa-
jero de proteina morfogénica ésea (BMP) para los subtipos 2,
4y 6, y por carecer de la expresién de factor de crecimiento
transformante (TGF-B-receptor-1)°°. Las BMP promueven dife-
renciaciéon condrogénica y produccién de cartilago y poseen
estimulacién autocrina sobre otras MSC para producir los
mismos factores. Usando ASC cultivadas bajo factores con-
drogénicos, la diferenciacién condrogénica y la formacién de

cartilago tienen lugar, siendo la combinacién mas potente la
de TGF-B y BMP-6.

Diferentes nombres llevan a la confusién cuando se refie-
ren a las células madre derivadas de tejido adiposo. La
Federacién Internacional de Terapéutica Adiposa y Ciencia
determind que el término a adoptar cuando se refiriere a
células expandidas en cultivo aisladas, plastico adherente
y multipotente debe ser el de «células madre derivadas de
tejido adiposo (ASC)»’2. Hay abundantes depdsitos de tejido
graso blanco subcuténeo para la recoleccién de células madre:
brazo, muslo, abdomen y mama'?'. La secuencia estandar
consiste sobre lipoaspirado tumescente, seguido de diges-
tién enzimatica usando colagenasa, tripsina, dispasa, entre
otras enzimas, en combinaciones variadas, en determinado
tiempo (30 a 60 min) y temperatura (37°C)*. Una vez que
las enzimas son neutralizadas, continta el centrifugado, per-
mitiendo la separacién de los adipocitos maduros flotantes
de la fraccién vascular estromal (SVF), una poblacién celu-
lar heterogénea conformada por glébulos rojos, fibroblastos,
células endoteliales, linfocitos, pericitos, monocitos, células
estromales adiposas, células madre hematopoyéticas y célu-
las progenitoras'?>1%3, Finalmente, las células de la SVF son
sembradas en cultivo y, luego de purificarlas a través de lava-
dos y expandirlas en medio de cultivo sucesivamente, simil a
las usadas con BM-MSC, con el fin de la deplecién de la mayo-
ria de las células hematopoyéticas, se obtienen las ASC. La
cantidad usada también varia desde 5.000 a 1.500.000/ml de
tejido colectado®. Diferentes métodos fueron propuestos para
extraer ASC. Por ejemplo, la liposuccién asistida por ecogra-
fia pareci6 prometedora comparada a la estdndar liposuccién
tumenescente, pero estudios posteriores demostraron que la
viabilidad de las células madre y la capacidad proliferativa
parecen disminuir por estos medios'?*. Las ASC, similares alas
BM-MSC, exhiben diferentes atributos y comportamiento, ya
que el potencial de diferenciacién tiende hacia tejido muscular
y el inmunofenotipo es levemente diferente aunque mas del
90% de los marcadores superficiales son idénticos’%93105-107
(tabla 1).

Sinovial

Las células madre derivadas de tejido sinovial (SDSC) son reco-
nocidas como una opcién viable para reparar el cartilago'®® y
los estudios clinicos y experimentales han demostrado que el
tejido sinovial tiene el mayor rédito’?® celular comparando con
células derivadas de tejido adiposo, muscular, médula ésea,
periostio y sinovial y, no obstante, oscilando desde 1.000 a
30.000 células madre/ml por tejido colectado®. En términos
de diferenciacién, se hareportado que poseen mayor potencial
adipogénico y condrogénico que las BM-MSC3>10%110 Tras ais-
lar SDSC, presentan un conjunto de marcadores identificables
con subpoblaciones inmunofenotipicas que reflejan diferente
potencial condrogénico y familiaridad con BM-MSC**3> (tabla
1). La rodilla es el sitio més estudiado para la recoleccién de
SDSC y el procedimiento estandar consiste en obtener tejido
sinovial y subsinovial por artroscopia, seguido de digestién
enzimatica con una solucién de colagenasa/dispasa, a 37°C
durante 3 h, para ser después filtradas para dar suspensiones
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celulares que serdn cultivadas en distintos medios depen-
diendo del tejido adulto deseado!?.

Sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)'? o
células progenitoras de sangre periférica (PBPC)**> proveen
nuevas perspectivas en terapia celular con células madre que
no deben ser subestimadas, pues estan involucradas en la
regeneracién tisular orgdnica*-'*>. Las PBMC son una pobla-
cién heterogénea cosechada de sangre fresca periférica®! para
lo cual tomamos una muestra de sangre venosa periférica
que debe ser centrifugada. Las células nucleadas de la capa
leucocitaria pueden ser congeladas y conservadas para ser
utilizadas posteriormente o expandidas en cultivo. Cuando
son recién colectadas, la citometria de flujo para PBMC mues-
tra una expresién del 90% para marcadores hematopoyéticos
CD34 y CD45, y negativo para conjunto de marcadores de MSC.
La sangre periférica no contiene en circunstancias norma-
les CTP o células simil-MSC. Estas se encuentran embebidas
en nichos dentro de la médula 6sea y sometidas a baja ten-
sién de oxigeno. Las CTP se pueden presentar en el torrente
sanguineo luego de un traumatismo o de una estimulacién
medular''®. Los estudios comparativos han demostrado dife-
rentes patrones de crecimiento y marcadores celulares cuando
se cultivan PBMC humanas en diferentes condiciones de ten-
sién de oxigeno*! (tabla 1). En condiciones hipéxicas, similares
a las de los nichos en la médula 6sea, las células expresan
mas de 90% de marcadores de MSC y mantienen su poten-
cial de diferenciacién trilineal para tejidos condrogénicos,
osteogénicos y adipogénicos*!. Este fendmeno refleja el uso
potencial para la reparacién de cartilago, el cual es hipéxico
por naturaleza. Por el contrario, en condiciones normoxicas,
las PBMC producen células similares a los macréfagos adhe-
rentes, expresando menos del 50% de marcadores de MSC*!.
Otro abordaje empleado para recolectar estas células con
un mayor rendimiento, exige, la semana previa a la extraccién
de sangre, administrar subcutdneamente el factor estimu-
lante de colonias de granulocitos pues regula y promueve la
liberacién de neutrdfilos y monocitos desde la médula 6sea
hacia el torrente sanguineo, incrementando la concentracién
circulante de PBMC. Estas PBMC movilizadas pueden ser reco-
lectadas con un separador celular automatizado (aféresis),
usando un acceso venoso central o periférico®>17-11°, En los
adultos sanos, dependiendo del protocolo utilizado, el rendi-
miento promedia 2-5 x 10° CD 34* células por kilogramo de
peso del paciente*?**, Cuando las PBMC son separadas en
sus diferentes componentes celulares, para aislar las células
madre y progenitoras (p. ej., monocitos CD14*, granulocitos,
linfocitos), a través de CD14 y CD105, y son cultivadas en
medio hipéxico y norméxico, todas se diferenciaron hacia
células semejantes a macréfagos adherentes y evitando su
diferenciacién celular semejante a fibroblastos*'. Esto sus-
tenta la importancia de senalizacién intercelular a través
de contacto directo y quimiocinas, en una poblacién celu-
lar heterogénea'?’-1?3, El cocultivo celular de PBMC y ASC en
un medio condrogénico muestra una diferenciacién sinérgica
y una potenciacién migratoria hacia poblaciones de ASC'?!.
Por ende, esto refleja la senalizacién celular como pieza cen-
tral para la reparacién de cartilago. Aparentemente, la hipoxia

es una piedra angular para estimular la migracién mononu-
clear desde los vasos sanguineos (medio norméxico) hacia
el tejido lesionado, y diferencidndose hacia células hemato-
poyéticas y no hematopoyéticas'?*. Estudios experimentales
muestran resultados prometedores en la reparacién de lesio-
nes osteocondrales*!12>-128 (tabla 1).

cPor qué utilizar la terapia celular con células madre
y células progenitoras?

El cartilago articular es un tejido que soporta peso y fric-
cién, y estd compuesto de matriz extracelular, principalmente
colageno-2, proteoglicanos, agrecanos y condrocitos. El hueso
subcondral es su Unico soporte vascular'®. Su baja celula-
ridad y avascularidad lo exponen a una capacidad limitada
para la regeneracién y restauracién®*®. Los defectos en el
cartilago pueden ser condrales o de grosor parcial, cuando
estd confinado a cartilago articular, u osteocondrales o de
grosor completo, cuando el defecto es lo suficientemente
profundo para afectar el hueso subcondral. Estas lesiones
se pueden clasificar segin la clasificacién de Outerbridge,
yendo de O a 4, dependiendo de cuan severa y profunda es
la lesién'®113?, Generalmente, mientras no hay reparacién en
defectos condrales, un intento se ve en los defectos osteo-
condrales debido al aporte sanguineo subcondral, resultando
un tejido subéptimo formado por células madre y progenito-
ras migrando desde la médula 6sea’®>. Pequenas lesiones de
grosor completo son reparadas con cartilago hialino, pero las
lesiones grandes son usualmente reparadas por formaciones
de fibrocartilago®”1**. Actualmente, multiples tratamientos
son usados para lesiones de cartilago. Estos incluyen micro-
fractura, lavado artroscépico y desbridamiento, trasplante
osteocondral autélogo o alogénico, e implantacién de con-
drocitos autdlogos’®, entre otros. A pesar de que prometen
resultados y alivio del dolor a plazos intermedios, la princi-
pal desventaja es que algunos de ellos son procedimientos
que se realizan en 2 pasos, donde la colecta y la expansién
de condrocitos se necesitan. Ademas, muchas de estas tera-
pias generalmente llevan a la formacién fibrocartilago®°. Este
altimo es un tejido tipo hialino, compuesto principalmente
por coldgeno 1y que presenta por lejos menos resistencia a
la carga y a la friccién, llevando eventualmente a la rotura y a
artrosis secundaria a largo plazo®®’.

La artrosis es una enfermedad articular altamente preva-
lente que afecta s atletas luego de traumatismos y a poblacién
envejeciendo’®®. Multiples factores forman parte de la fisio-
patologia de la artrosis, como el sexo, la edad, las lesiones, la
obesidad, la desalineacién articular y la predisposicion gené-
tica. Caracteristicas comunes incluyen inflamacién crénica,
con lesiones subcondrales y degeneracién articular progre-
siva. La progresién lleva a la pérdida de funcién en estadios
finales debido al dolor ascendente, la inflamacién y la pér-
dida del rango de movimiento'*°. Puede afectar a multiples
articulaciones, siendo la rodilla y la cadera las mas preva-
lentes e incapacitantes®. Los tratamientos actuales para la
artrosis temprana a moderadamente avanzada incluyen anal-
gésicos antiinflamatorios no esteroideos, corticoides, acido
hialurénico y fisioterapia; no obstante, ninguno parece dete-
ner la progresién degenerativa y en el mejor escenario proveen
cierta analgesia y mejoran la funcién. Esto propone una
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oportunidad para que la terapia con células madre dé un
paso adelante en investigacién e innovacién, debido a su per-
fil hipoinmunogénico'®’, actividad inmunosupresora, como
también a su proliferacién y capacidad de diferenciacién hacia
tejidos adultos.

Hasta la fecha, el BMAC obtenido por el proceso de separa-
cién por densidad (centrifugado) es una de las pocas terapias
celulares que es autorizado por la Food and Drug Administra-
tion (FDA) para aplicar células progenitoras. Toda otra forma
de manipulacién superior estd en las secciones 361 y 351 del
Public Health Safety Act'*'. La FDA categoriza las terapias con
células madre como células humanas, tisulares y celular, y
productos a base de tejidos (HCT/Ps). La seccién 361 encarga
a la FDA regular HCT/Ps de bajo riesgo y provee seguridad en
cuanto a su uso, sin requerir estudios preclinicos. Cuatro prin-
cipios deben cumplirse para categorizarse de bajo riesgo: 1)
manipulacién minima; 2) autélogo o sin efecto sistémico; 3)
producto sin combinacién, y 4) uso homologo. Si un producto
no cumple con todos estos 4 principios, debe ser regulado en
la seccién 351, que demanda estudios preclinicos, estudios cli-
nicos y revisién previa a la comercializacién. Poca o ninguna
terapia con células madre esta en la seccién 361142,

Evidencia clinica y eficacia para lesiones condrales focales
y artrosis

Multiples investigadores clinicos han reportado sobre la efi-
cacia y la seguridad de las terapias con células madre en la
reparacién de cartilago para la artrosis y las lesiones condra-
les focales. Varios ensayos clinicos®>1'/:143-147 han presentado
los resultados en terapias celulares. A pesar de que muestran
heterogeneidad significante en las terapias celulares utiliza-
das, el comun denominador es que la gran mayoria de ellos
demostraron resultados positivos, con minimos efectos adver-
sos posquirargicos. En una revision sistematica sobre terapias
celulares intraarticulares para defectos condrales focales y
artrosis de la rodilla'®, se exponen estos trabajos publicados
de forma precisa y comparativa. Contrariamente, podria ser
prematuro generalizar que toda terapia celular provee bene-
ficio para el tratamiento de pacientes comparada con otros
tratamientos disponibles.

La eficacia debe ser testeada con rigurosos ensayos cega-
dos y aleatorizados, muestras poblacionales grandes y mayor
seguimiento alargo plazo. Los resultados evaluados con minu-
ciosas mediciones estandarizadas, como las utilizadas en los
estudios arriba mencionados'*®, y la inclusién de imégenes,
artroscopia por «second look» con toma de biopsia, deberian
ser el pilar. Estudios clinicos de alta calidad seran la res-
puesta a una poblacién activa en busca de niveles més altos
de mejoramiento'®® y la importancia de ensayos cegados en
estudios futuros deberia sobrepasar el alto nivel de expecta-
cién de los pacientes enrolados, el cual constituye una fuente
de sesgo™0 101,

Conclusion

Células madre y progenitoras sostienen un futuro promete-
dor. Ha habido un avance significativo en las opciones de
terapia celular para la artrosis y lesiones condrales focales.

En conjunto, estas terapias minimamente manipuladas de
células autégenas parecen ser seguras. Se requiere una téc-
nica rigurosa para identificar, conocer la concentracién y el
potencial terapéutico de las células madre y células progeni-
toras implantadas. Hay una necesidad para la estandarizacién
comenzando con la nomenclatura de células madre, el proce-
samiento celular y la medicién de resultados.

En los subsiguientes afios, la terapia con células madre
podria llegar a ser terapia de primera linea dentro de la orto-
pedia. Esto va a requerir un crecimiento paralelo de adjuntos
para células madre como matrices o plataformas, plasma rico
en plaquetas, factores de crecimiento solubles, entre otras téc-
nicas de bioingenieria. Todos estos tienen potencial para un
esfuerzo sinérgico sustancial.
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