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RESUMEN: Las células troncales derivadas del tejido adiposo (ASCs) corresponden a un gran avance
en lo que respecta a la medicina regenerativa 6sea, ya que poseen la habilidad de autorenovacion, estimulacion
paracrina y diferenciacion hacia varios tipos de tejidos, incluyendo hueso y cartilago. La hipétesis del presen-
te estudio considera que en fracturas tratadas con ASCs, disminuye el tiempo de regeneracion dsea y au-
menta la vascularizacién, teniendo como objetivo evaluar histolégicamente la regeneracion désea y
vascularizacion en estas fracturas. Se utilizaron 24 ratas machos juveniles Sprague Dawley, divididas en dos
grupos: A (tratadas) y B (control). En ambos grupos, seis ratas se eutanasiaron a los 11 y 21 dias post
fractura. Se observé una diferencia significativa en cuanto al niUmero de trabéculas neoformadas y densidad
vascular en el grupo tratado en relacion al grupo control, concluyendo que las ratas tratadas con ASCs
presentan una mayor tasa angiogénica y mejor reparacion 6sea, dada principalmente por la capacidad de
sintesis de los componentes de la matriz extracelular de estas células, y por la produccion de factores

angiogénicos y de crecimiento.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion; Células madre; Tejido adiposo; Fracturas Oseas.

INTRODUCCION

La célula madre o troncal, es una célula
indiferenciada capaz de autoreplicarse por lar-
gos periodos de tiempo y diferenciarse en un
amplio rango de células especializadas depen-
diendo del medio que la rodea (citoquinas, fac-
tores de crecimiento, etc.) y su consecuente
alteracién de la expresién génica (Rojas &
Meruane, 2012). Existen células troncales
embrionarias (ECSs) y adultas (MSCs). Las
embrionarias no se consideran en la practica
por razones éticas. Dentro de las adultas, las
mas estudiadas son las obtenidas de la médula
O0sea (BMSCs), del cordéon umbilical (UCB-MSCs)
y las derivadas del tejido adiposo (ASCs)
(Mizumo, 2009; Meruane & Rojas, 2010; Shoji
et al., 2010).

Entre las caracteristicas funcionales de las
MSCs que ayudan a mejorar la cicatrizacién son:
i) su habilidad para migrar al sitio de la lesién
(Badiavas et a/., 2003), ii) participar en la rege-
neracion del tejido dafiado, iii) estimular la pro-
liferacion y la angiogénesis (Lu ef a/., 2008) al
producir factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), de crecimiento hepatocitico
(HGF) y factor de crecimiento simil a la insulina
(IGF-I), especialmente en respuesta a la hipoxia
(Rehman et a/., 2004; Wang et a/., 2006), y iv)
crear un ambiente inmunomodulador y
antiinflamatorio al interactuar con un amplio
rango de células inmunes (Puissant et a/., 2005).
Un hecho importante es el caracter de
“inmunoprivilegiadas” de la mayoria de las
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MSCs, al carecer de HLA II, ademas tienen la
habilidad de suprimir la reaccion linfocitica mix-
ta, en consecuencia se las puede injertar en
forma alogénica (Puissant et a/.; Uccelli et /.,
2007).

El tejido adiposo es reconocido actualmen-
te como un dérgano endocrino que secreta
adiponectina, leptina y otras adipokinas con
efectos fisioldgicos y es el que presenta mayo-
res cambios en volumen a lo largo de la vida
(Gimble et a/., 2007). Las células derivadas del
tejido adiposo presentan la menor complejidad
para su aislamiento, ya que permite obtener de
forma facil, con minimo disconfort para el pa-
ciente un gran nimero de células que pueden
proliferar en cultivo (Zuk ef a/.,, 2001). Gimble
et al. sugiere ciertas caracteristicas que deben
poseer las ASCs para hacerlas ideales en su uti-
lizacién con fines médicos: 1. Pueden ser en-
contradas en cantidades muy abundantes (mi-
llones a billones de células). 2. Pueden ser ais-
ladas con procedimientos minimamente
invasivos. 3. Se pueden diferenciar en multi-
ples linajes celulares de manera regulable y re-
producible. 4. Pueden ser efectivamente
transplantadas en forma autdloga o alogénica.
5. Pueden ser manipuladas de acuerdo a las
actuales Guias de Buena Practica.

En equinos, se han utilizado células ma-
dres derivadas de células adiposas (ASCs), en
el tratamiento de lesiones ortopédicas, tales
como desgarros de tendon, fracturas y degene-
racion de cartilago (Herther, 2001; Litzke et a/.,
2004). Las ASCs producen factores que promue-
ven la regeneracion de los tejidos mediante la
estimulacion de la angiogénesis, y la activacion
de las células madre residentes de una manera
paracrina (Puissant ez a/.; Del Bue et a/., 2008;
Maredziak et /., 2014). Los adelantos en estu-
dios con ASCs en lesiones ortopédicas, son
mayores en animales domésticos debido a que
la medicina veterinaria posee regulaciones me-
nos severas a la hora de tratar a los animales
con terapias experimentales. Las células madre
adultas, tienen la ventaja de que son faciles de
obtener, y como vienen del mismo animal, no
hay posibilidad de rechazo.

El proceso que esta involucrado con el uso
de estas células para tratar la artritis en los
perros es relativamente simple. El primer paso
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es la recoleccion de aproximadamente 15 g de
tejido adiposo que se obtienen de la regidn
inguinal, la region toracica, o la grasa falcifor-
me, este es un procedimiento quirdrgico que
requiere que el perro sea anestesiado. Luego
se cultivan las células adiposas y 48 horas des-
pués puede ser inyectado en las articulaciones
afectadas. La inyeccion de las células se puede
hacer con sdlo sedacion. Los resultados se ob-
servan alrededor de un mes mas tarde y pue-
den durar varios meses a mas de un ano en
algunos pacientes (Black et a/., 2007). Una se-
rie de estudios en animales (Bruder efal/., 1998;
Kon et a/., 2000; Herthel, Smith ef a/., 2003;
Black et a/., 2007; Arrigoni et a/.,, 2009) han
demostrado que estas terapias con células ma-
dre son efectivas. Sin embargo, estos estudios
no han sido aplicados aun para tratar en forma
rutinaria las patologias de animales mascotas
como gatos y perros, debido a que no se ha
entregado la suficiente informacion sobre los
cambios microscopicos de los tejidos
involucrados y los posibles efectos secundarios.

La regeneracion 0sea es la respuesta ge-
nerada con el fin de conseguir la restitucion del
tejido tras un trauma. El hueso es el Unico teji-
do del organismo que presenta la capacidad de
completa restitucion tras una lesion. La rege-
neracion 6sea origina una respuesta en la que
estan involucrados los vasos sanguineos, las
células y la matriz extracelular. Tras un trauma,
se produce una respuesta inflamatoria y un he-
matoma inicial, con hematies, plaquetas y fibrina
(Cordova, 2010). Las células del coagulo libe-
ran interleuquinas y factores de crecimiento,
provocando la invasion al sitio de la lesién de
células precursoras de osteoclastos, linfocitos,
macrofagos y células mesenquimales
multipotenciales (Fernandez-Tresguerres
Hernandez-Gil et a/., 2006), para formar nue-
VOS vasos sanguineos, fibroblastos, y otras cé-
lulas de soporte que forman tejido de granula-
cién entre los bordes de la fractura. Junto con
esto, macrofagos y otras células derivadas de
este tejido actlian para remover el hematoma
inicial. Luego los osteoclastos comienzan a
reabsorber los bordes del hueso que se encuen-
tran dafiados y necroticos, y las células
osteoprogenitoras de periostio proliferan
(McKibbin, 1978; Frost, 1989; Einhorn, 1998;
Day et a/., 2000). Todo ello esta regido por una
serie de complejas interacciones entre factores
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de crecimiento, hormonas y citoquinas. En este
proceso va a ser fundamental el aporte vascular,
la sintesis proteica y la mineralizacion
(Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et a/.).

La hipotesis de este estudio es que el nl-
mero de trabéculas formadas y la vascularizacion
es mayor en las fracturas tratadas con ASCs
versus fracturas no tratadas con ASCs. Los ob-
jetivos fueron reconocer y describir el tejido
osteoide nuevo que se ha formado después de
la transferencia de células adiposas y compa-
rar la neoformacion de vasos sanguineos en el
area tratada con ASCs vy sin ellas.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 24 ratas machos juveniles
Sprague Dawley, clinicamente sanos, con un
peso promedio de 270 g, obtenidos en el Bioterio
de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Los ejemplares se dividieron en dos gru-
pos: A (con ASC’s) y B (control). En ambos gru-
pos 6 ratas se eutanasiaron a los 11 dias luego
de la fractura inducida mediante intervencién
quirdrgica y 6 a los 21 dias después de la inter-
vencion quirdrgica. A cada rata se le induce una
fractura 6sea completa en el fémur izquierdo y
posteriormente se le agrega 0,2 ml de medio
de cultivo mas ASCs autologas (grupo A), y sin
ASCs (grupo B).

Todo el procedimiento fue realizado se-
gun las normas bioéticas del ICBM, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, para la experi-
mentacion con animales de laboratorio (proto-
colo CBA #420 FMUCH). En este estudio hubo
un especial cuidado en mantener el bienestar
de los animales. Se considerd el principio de
las tres R de Russell & Burch (1959). Los proce-
dimientos quirdrgicos y cuidados posteriores
fueron realizados por dos médicos veterinarios
y un médico con especialidad en cirugia. Se uti-
lizd la pauta de supervision de animales pro-
puesto por Morton & Griffiths (1985) que per-
mite cuantificar el dolor y afliccion del animal
con el fin de aliviarlos rapidamente. Este proto-
colo considerd las siguientes cinco caracteristi-
cas: peso, aspecto corporal, comportamiento
espontaneo, comportamiento frente a la mani-
pulacién y frecuencia cardiaca o respiratoria.

Fase 1 prequirurgica. En esta fase se obtuvo
el tejido adiposo de cada rata. Se suministro
preoperatoriamente penicilina benzatina 40.000
U/kg IM (Penicilina G benzatina, Laboratorio
Chile). La anestesia se administré en forma
intraperitoneal y consiste en una solucion com-
puesta de Ketamina 80 mg/kg (Ketamina 50,
Holliday — Scott S.A.) y Xilacina 8 mg/kg (Acedan
inyectable, Holliday — Scott S.A.), permitiendo
un tiempo de anestesia profunda entre 30 a 45
min. Se realizé una incisiéon de 2 cm en la re-
gion inguinal izquierda disecando el paniculo
adiposo subcutaneo derecho, obteniendo una
pieza con un peso promedio de 1,42 g, la cual
se corta en multiples fragmentos. Se realiza
hemostasia, y se sutura la incisiéon en 1 plano
con seda 4.0.

Fase 2 laboratorio. El tejido adiposo fraccio-
nado se lavé con solucion buffer-fosfato 1x (PBS)
y se procedido a la digestion de la matriz
extracelular con 0,075% de colagenasa Il a 37°C
durante 1 h. Posteriormente, para neutralizar e
inactivar la enzima, se agregd un volumen equi-
valente de medio de cultivo, constituido por
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM,
Gibco®) con 10% de suero bovino fetal (SBF) y
1% de antibidoticos. Las muestras se
centrifugaron a 1200 g por 10 minutos,
obteniéndose un precipitado de alta densidad.
El pellet obtenido se resuspendié en medio de
cultivo. La solucién obtenida del pellet
resuspendido fue sembrada en una placa de
cultivo celular de 100 x 20 mm. Las placas son
mantenidas en incubadora por 48 h a 37°C y
5% CO,. A las 48 h se pudo observar la adhe-
rencia de la ASCs a la superficie del plastico.
Con el fin de pasar al segundo pasaje, se pro-
cedio a la tripsinizacion de la muestra a 37°C
por 5 minutos, luego se neutralizd, centrifugd y
resuspendio dentro de una nueva placa, man-
teniéndose en condiciones de cultivo por 72 h.

Fase 3 quirargico. Finalizadas las 72 h de
incubacidn, se procedio a la tripsinizacion, neu-
tralizacién y centrifugacion de la muestra,
obteniéndose un pellet que fue resuspendido en
0,2 ml de medio de cultivo, conservandose en
la incubadora mientras se realiza la cirugia. Uti-
lizando la misma técnica anestésica (Ketamina-
Xilacina), se realizo la incision en la region medial
del muslo izquierdo para lograr una fractura
completa a nivel de la diafisis del fémur me-
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diante el uso de una gubia quirdrgica. Para ac-
ceder a este nivel, se procedié a realizar una
diseccion de los musculos ubicados a nivel
medial, hasta la visualizacion de la protuberan-
cia del fémur, bajo el cual se realizo la fractura
En este punto se implantd el medio de cultivo
mas ASC’s autdlogas en 12 ratas (6 de cada
grupo), y 0,2 ml de medio de cultivo sin células
a las otras 12 ratas. Como medio de fijacion y
estabilizacion de la fractura, se utilizé (a modo
de clavo medular) una aguja 25G estéril.

Fase 4 postoperatorio. Una vez realizado cada
procedimiento se verifica la frecuencia respira-
toria y manteniendo especial preocupacion por
conservar su temperatura corporal, para lo cual
se utilizd una lampara de luz incandescente.
Luego de ingresar a la jaula, cada rata se man-
tuvo con alimentacién y agua ad libitum. Se
suministré Metamizol Soédico (Dipirona, Labo-
ratorio Chile) como analgesia intramuscular, en
una dosis de 25 mg/kg.

Fase 5. Eutanasia y obtencion del fémur con
fractura. La eutanasia se realizd con Tiopental
Sédico (Tiopental sodico 1G, Richmond, Divi-
sion Veterinaria S.A.) via intraperitoneal, en
dosis de 90 mg/kg de peso corporal. Una vez
comprobada la ausencia de signos vitales, se
procedié a disecar la musculatura asociada al
fémur, el cual fue fijado en formalina 10%
tamponada para su posterior estudio histoldgico.

Fase 6. Técnica histologica. Las muestras fue-
ron fijadas con formalina al 10%. Luego se pro-
cedio a: i) descalcificacion con Acido Nitrico 3%
por 24 h, ii) Lavado en agua corriente por 2 h,
iii) Deshidratacion en bateria de 3 alcoholes
ascendentes hasta 95 grados 1 hora c/u vy iv)
bateria de 3 xilol por 1 h c/u. Las muestras fue-
ron incluidas en paraplast y cortadas
sagitalmente a cinco micrones de espesor en
forma seriada con un micrétomo (MICROM
HM315). Los cortes fueron adheridos a los
portaobjetos silanizados con kit de montaje
(Protex®) sobre un bafio de agua (Bafo de
parafina 1052, GFL). Estos cortes se procesa-
ron con técnicas histoldgicas: Hematoxilina-
Eosin-azul de Alcian y Tricomico de Mallory.

Fase 7. Estudio microscopico de la mues-
tra (mma?). Se utilizd un microscopio 6ptico
(Carl Zeiss) con camara incorporada (Canon
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Power Shot A640). El analisis de las imagenes,
la cuantificacién de las trabéculas éseas nuevas
y la densidad vascular se efectud con el progra-
ma informatico para morfometria (STEPanizer
final version 1, subver 0.22), utilizando el mé-
todo disector. Para contar las trabéculas se to-
maron imagenes con un aumento de 400X. En
este caso se utilizo el sistema de prueba con
lineas cuadriculadas, y se consideraron todas
las neotrabéculas que se ubican dentro de los 9
cuadrantes centrales. En cambio para medir la
densidad vascular, el aumento de las imagenes
fue de 100X, y se uso un sistema de prueba con
lineas pares. En este caso se considera dos ve-
ces el niumero de intersecciones de los vasos
sanguineos con estas lineas, dividido por la lon-
gitud total de las lineas, expresando sus resul-
tados en p-1.

Fase 8. Estudio estadistico. Los resultados
se expresan en promedios. Se utilizd la prueba
de t-student para muestras pareadas con el
objeto de determinar diferencias estadisticas sig-
nificativas. Un valor de p<0,05 fue considerado
estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Las 24 ratas se mantuvieron en buenas
condiciones de salud. La pérdida de peso fue
inferior al 10%. El aspecto corporal se caracte-
rizd por una postura normal, no hubo signos de
deshidratacion y el pelaje no sufrio modifica-
cion alguna. El comportamiento espontaneo fue
normal y los animales se desplazaron adecua-
damente en sus jaulas, El comportamiento fren-
te a la manipulacion como también la frecuen-
cia cardiaca y respiratoria fueron normales. No
se observaron signos de infeccion ni inflama-
cion excesiva en los sitios de intervencidon qui-
rdrgica.

Desarrollo de la técnica de obtencion de
ASCs en rata. En el primer pasaje del cultivo, a
los 2 dias de su extraccion, se observoé la adhe-
sion de las células al plastico. Su morfologia va-
riaba entre células poliédricas, y células con pro-
longaciones citoplasmaticas. Se obtuvo un pro-
medio de 4,77x105 células/ml. Luego del segun-
do pasaje, las células adheridas mostraron una
morfologia similar a células mesenquimaticas,
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presentando multiples prolongaciones celulares.
Ademas se evidencia la presencia de varias go-
tas lipidicas en su interior.

Se evidencid la presencia del callo éseo
regenerativo en el 100% de los fémures extrai-
dos. A los 11 dias se observo en los individuos
de ambos grupos un hematoma propio de la
regeneracidon, mientras que a los 21 dias, en el
grupo tratado habia sido reemplazado casi en
tu totalidad por tejido de granulacién, no asi
en el grupo control. El callo se encuentra cons-
tituido principalmente por tejido conectivo den-
so, muy vascularizado y con gran cantidad de
células de aspecto mesenquimal en el sitio de
la fractura. Este se puede formar directamente
desde el periostio o del hueso preformado del
borde de la fractura. En un inicio se conforma
como callo blando, con variables focos de tejido
cartilaginoso, que se generan sin establecer un
patrén espacial dentro del callo, para luego ser
reemplazado por trabéculas dseas, sin embar-
go, al final del estudio aun no alcanza el desa-
rrollo completo de un callo 6seo. También se
forman nuevas trabéculas desde el periostio.

A los 11 dias, se evidencia tanto en el
grupo tratado con ASCs como en el grupo con-
trol, un callo periéstico blando de composicion
heterogenea, con cartilago hialino y tejido éseo
(Fig. 1). En el grupo control de 11 d, se obser-
van condrocitos conformando grupos is6genos
en una matriz homogénea, como también célu-
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Fig. 1. Grupo control 11 d. Se observa formacién de
cartilago hialino similar a cartilago de crecimiento
constituido por condrocitos aplanados, condrocitos
hiperplasicos e hipertréficos como también forma-
cién de trabéculas y espacios medulares primitivas
sanguineos H-E azul Alcian.

Fig. 2. Grupo control 11 d. Se observa condrocitos
inmersos en matriz homogénea conformando gru-
pos iségenos, como también células mesenquimales
en una matriz mas fibrosa y capilares sanguineos,
Hematoxilina-Eosina-Azul de Alcian.

las mesenquimales de aspecto estrellado o fu-
siforme en una matriz fibrosa y capilares san-
guineos (Figs; 1 y 2). Entre las zonas
cartilaginosas hay tejido conectivo y de granula-
cion. En el grupo tratado con ASCs y evaluado a
los 11d se identifican células cromofobas de nu-
cleos bien definidos que contienen el ADN en for-
ma de eucromatina o heterocromatina, ademas
presentan uno o dos nucléolos prominentes (Fig.
3). En ambos grupos, se observa un centro fi-
broso dentro del foco cartilaginoso, constituido

Fig. 3. Grupo tratado con células ASCs y evaluado a
los 11 dias. Células mesenquimales elaborando ma-
triz extracelular y constituyendo el callo. Estas célu-
las presentan un nucleo bien definido que contiene
el ADN en forma de eucromatina o heterocromatina,
ademas presentan uno o dos nucléolos prominentes
Técnica Tricromico.
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por tejido conectivo denso con capilares sangui-
neos y células mesenquimales (Fig. 4).

En el grupo tratado con ASCs y evaluados
21 d después, se observa la formacion de nue-
vas trabéculas 6seas desde el periostio celular.
Se constituyen ademas nuevos espacios
medulares (Fig. 5). El tejido conjuntivo circun-
dante a la zona de fractura se contintda con el
periostio fibroso.

0

K4 X PR

Fig. 4. Grupo control 11 dias. Se observa tejido
conectivo denso (azul) con multiples capilares san-
guineos y algunas células de aspecto mesenquimal.

1}

Fig. 5. Grupos tratado con células ASCs y evaluados
21 dias después. Formaciéon de nuevas trabéculas
O0seas desde el periostio celular. Las células
ostedgenas y osteoblastos producen matriz
extracelular quedando incluidas en ella. Se consti-
tuyen ademas nuevos espacios medulares. Técnica
Tricrémico.

La neoformacion de trabéculas 6seas mos-
tré diferencia significativa, siendo mayor en las
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ratas tratadas que en las ratas del grupo con-
trol. Esta diferencia se observé tanto a los 11
como a los 21 dias de tratamiento. El estudio
comparativo dentro de un mismo grupo, arrojo
resultados con significancia estadistica signifi-
cativa en el grupo tratado, siendo mayor el nu-
mero de trabéculas a los 21 dias que a los 11
dias. La comparacion dentro del grupo control
no arrojo resultados con significancia estadisti-

Fig. 6. Grupo control 21 dias. Se observa
condrocitos. Técnica Tricrodmico, 400X.

En relacion a la determinacion de la den-
sidad vascular las pruebas estadisticas arroja-
ron un valor significativamente mayor en gru-
pos tratados con ASCs en comparacion con los
controles sin ASCs tanto a los 11 como a los 21
dias. Esta diferencia también fue significativa al
comparar los dias 11 y 21 del grupo tratado, no
asi el grupo control (Fig. 8).

DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo
aportar nuevos conocimientos en el campo de
la medicina regenerativa veterinaria, evaluan-
do la regeneracién ésea en una fractura induci-
da y tratada con ASCs autdlogas, en dos perio-
dos de tiempo (11 y 21 dias) en un modelo ani-
mal.

Para lograr esto se desarrolla la técnica
de obtencion de ASCs de acuerdo al protocolo
descrito por Meruane & Rojas. La obtencion de
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trabéculas nuevas en comparacion con el control, tanto a los 11 ds
como a los 21 dias después de la lesidon. A los 21 dias existe un
mayor nimero de trabéculas nuevas que a los 11 dias tanto en el
grupo control como en el grupo tratado.
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Fig. 8. Densidad vascular en animales tratados con ASCs y sin ASCs
estudiados a los 11 y 21 dias posteriores a la fractura. Se observa
un aumento significativo en la densidad vascular en animales trata-
dos con ASCs. Existe una mayor densidad de vasos a los 11 dias
después de la lesidén y esta disminuye con el tiempo.
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ASCs fue exitosa, ya que se obtuvo un prome-
dio de 5x105/ml células en el primer pasaje de
un cultivo realizado con un promedio de 1,4 g
de tejido adiposo, logrando una concentracion
muy similar a lo descrito por este autor. En el
primer pasaje del cultivo se observd células
adheridas al plastico, coincidiendo con el estu-
dio de obtencion de ASCs de Baer & Geiger
(2012). En relacion a las gotas lipidicas, Kou et
al. (2014) informan que luego de 2 semanas
estas gotas se pierden, y con respecto a las
células pequefias redondas que se encontraron
en esta generacion, Taghi et a/. (2012) mencio-
nan que desaparecen a partir del segundo pa-
saje, obteniendo células similares
histoldgicamente (Gaiba et a/., 2012).

A los 11 dias es posible observar un callo
periostico constituido por tejido cartilaginoso y
0seo. Este ultimo se desarrolla de forma no
laminillar, coincidiendo con el estudio de
Weatherholt ef a/. (2013). Otros autores como
McKibbin, Epari et a/. (2006) y Claes et a/. (2012)
sugieren que este callo se forma entre los 7 a 10
dias luego de la fractura, el cual aumenta de ta-
mafo con el movimiento interfragmentario has-
ta alcanzar su maximo a los 14 dias post fractu-
ra (Claes et a/., 2006, 2012). Este tejido, que
comienza a formarse en una region donde no
esta ni el periostio ni la vascularizacion interrum-
pida (Utvag et a/., 2003).

Knight & Hankenson (2013) observaron
que tanto el cartilago como el hueso eran origi-
nados a partir del periostio. La regeneracion que
se produjo en las ratas de este estudio a partir
del periostio, en el cual éste es capaz de pro-
veer osteoblastos y nutrientes, coincide con lo
descrito por Ito et a/. (2014). La vascularizacion,
que permite el inicio de la osificacion, proviene
desde el periostio y el tejido conectivo circun-
dante. Nakahara et a/. (1990) y Claes et al/.
(2012) creen que todos los osteoblastos
involucrados en la osificacion membranosa de-
rivan de células precursoras periostales, al igual
que Weatherholt ef 4/., quienes afirman que no
se observan MSCs en el endostio, y Chang et
al. (2012) y Colnot et a/. (2012). En nuestro
estudio se evidencié que estas células
ostedgenas provienen tanto del periostio, como
del endostio de trabéculas formadas, al igual
que lo observado por Knight & Hankenson.

Se evidencié un aumento significativo en
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el nUmero de neotrabéculas y neovasos forma-
dos, lo que nos sugiere una actividad
sintetizadora por parte de las células
multipotenciales obtenidas a partir del tejido
adiposo. Apoyando esta observacion un grupo
de investigadores (Amable ef a/., 2014) obser-
varon la capacidad de estas células de sintetizar
proteinas colagenas in vitro, y encontraron que
las células mesenquimaticas multipotenciales
derivadas del tejido adiposo secretan mayores
concentraciones de colageno Iy III, en relacion
a las células multipotenciales derivadas de la
meédula dsea, y de cordon umbilical.

En este estudio se observa que la rege-
neracion del tejido 6seo sigue el modelo de di-
ferenciacién embrionario similar a lo indicado
por Shapiro (2008). Por otra parte Soung et a/.
(2012) indican que esta remodelacion depende
de las mismas inducciones celulares y
moleculares como Runx1l y Runx2. Igualmente
nuestras observaciones se relacionan con los
estudios de Ferguson ez a/. (1999) quien discu-
te si la reparacion de la fractura recapitula el
desarrollo embrionario 6seo. De la misma ma-
nera Vortkamp et a/. (1998) también discute si
existe una recapitulacion de sefiales reguladoras
de la formacién 6sea durante el desarrollo em-
brionario y crecimiento postnatal comparable
con la reparacion de la fractura

De acuerdo a lo anteriormente expuesto
podemos afirmar que se confirma la hipdtesis
planteada la cual dice relacion a que el nimero
de trabéculas formadas y la vascularizacion son
mayores en las fracturas tratadas con ASCs ver-
sus fracturas no tratadas con ASCs, ya que se
encontré un aumento significativo de
neotrabéculas y neovasos.

CONCLUSION

Las células mesenquimaticas multipo-
tenciales obtenidas del tejido adiposo repre-
sentan un gran potencial para la regeneracion
del tejido 6sea promoviendo la neovascu-
larizacion y formacion de trabéculas y espa-
cios medulares. Se acepta la hipotesis debido
a que se encontrd un aumento significativo de
neotrabéculas y neovasos en las fracturas tra-
tadas con ASCs.
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SUMMARY: Stem cells derived from adipose tissue (ASCs) correspond to a major advance with respect
to the bone regenerative medicine, as they have the ability for self-renewal, differentiation and paracrine
stimulation to various types of tissues including bone and cartilage. The hypothesis of this study considers that
fractures treated with ASCs, time decreases bone regeneration and vascularization increases, aiming to
histologically evaluate bone regeneration and vascularization in these fractures. To accomplish this, 24 young
male Sprague Dawley rats were used. The specimens were divided into two groups: Group A (treated) and
group B (control). In both groups, the rats were euthanized at 11 and 21 days post-fracture. Statistically
significant difference was observed in the number of newly formed trabeculae and vascular density in the
treated group compared to control group concluded that rats treated with ASCs have a higher rate and better
angiogenic bone regeneration, especially given the ability to synthesize components of the extracellular matrix

of these cell, and the production of angiogenic growth factors.

KEY WORDS: Regeneration; Stem cells; Adipose tissue; Bone fractures.
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