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El amplio desarrollo de la investigacién en el campo de la
consolidacién 6sea ha propiciado la existencia de nuevas li-
neas de investigacion que, aunque actualmente no estdn dis-
ponibles para su uso clinico, si tienen grandes perspectivas
de éxito a medio y largo plazo. Entre estas nuevas técnicas
destacan los estimuladores locales y matrices inteligentes,
las células mesenquimales o la terapia génica. En este arti-
culo se presenta el estado actual de desarrollo de esta tecno-
logia emergente.
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Local Agents in Bone Healing: Future
Perspectives

The outstanding development of research in the field of bo-
ne healing has brought about new lines of research into pro-
cedures that, althoug not currently available for clinical use,
offer great possibilities of being successful in the medium
and long term. Amongst these new techniques, it is worthw-
hile highlighting local stimulators and smart matrices, mes-
senchymal cells and gene therapy. In this article we present
an update on the development of these emerging technolo-
gies.

Key words: PTH, local stimulators, stem cells, gene
therapy, bone healing.

La gran cantidad de informacién de la que se dispone
actualmente sobre la consolidacion de fracturas nos permite
ser optimistas sobre el futuro. Algunas de las dreas de in-
vestigacién que parecen mds prometedoras a medio y largo
plazo son los estimuladores locales y las matrices inteligen-
tes, el uso de células mesenquimales o la terapia génica.

ESTIMULADORES LOCALES Y MATRICES
INTELIGENTES

Entre los agentes locales en la consolidacién dsea se ex-
ploran hacia el futuro diferentes sustancias con papel reco-
nocido en la regeneracién ésea. En factores de crecimiento
con algin desarrollo clinico actual que ya se han presenta-
do, subyace la cuestién no resuelta de las altas dosis de fac-
tor requeridas para obtener una eficacia. La respuesta se

Correspondencia:

E. Gémez Barrena.
Fundacion Jiménez Diaz.
C/ Avda. Reyes Cat6licos 2.
28040 Madrid.

22 Rev Ortop Traumatol

desconoce, aunque se manejan hipétesis que van desde la
masiva liberacién con deplecién y consumo en breve plazo,
hasta la dificultad para generar el ambiente necesario al ad-
ministrar un solo factor, pues se requieren multiples facto-
res que se potencien unos a otros.

Por todo ello, se ha vuelto la mirada a otros agentes in-
teresantes y potencialmente aplicables que influyan de ma-
nera mds amplia sobre fases cruciales de la regeneraciéon
osea. Entre ellos, destacan la PTH (hormona paratiroidea) y,
a nivel local, el VEGF (vascular endothelial growth factor)
y la PTHrP (PTH related protein).

La PTH (como teriparatide) se plantea como la revolu-
cion del tratamiento farmacoldgico de la osteoporosis, y en
algunos paises ya se considera el tnico tratamiento aceptable
de la misma!. También se ha utilizado en miiltiples estudios
experimentales para aclarar el papel de una administracién
sistémica sobre la consolidacién? mediante una temprana es-
timulacién de la proliferacién y diferenciacién de células os-
teoprogenitoras, un aumento de produccién de proteinas de
la matriz 6sea y un aumento de la osteoclastogénesis durante
la fase de remodelacion del callo®. Si bien se ha recomenda-
do explorar su uso a baja concentracion en caso de fractura,
su administracion sistémica en pacientes no osteopordticos

. 2006;50 Supl. 1:22-9



Goémez-Barrena E et al. Agentes locales en la consolidacién 6sea: perspectivas para el futuro

deja abiertas numerosas dudas. Por ello, se justifican ensa-
yos para obtener respuesta local de otros agentes.

El VEGEF es un potente estimulador de la angiogénesis*
que actda a través de receptores especificos de membrana
de tipo tirosina quinasa (VEGFR1 y VEGFR?2) y del recep-
tor complementario neurofilina. E1 VEGF y sus receptores
se han localizado en las células dseas (osteoblastos y osteo-
clastos, y hasta condrocitos en proceso de osificacién en-
condral), pero su funcién en el hueso no esta suficientemen-
te caracterizada, aunque se sabe que la angiogénesis
dependiente del VEGF es esencial para el acoplamiento de
la resorcién del cartilago con la formacién y el remodelado
del hueso endocondral’. Pese al insuficiente conocimiento
actual, el interés por la estimulacién de la angiogénesis, tan
necesaria para el desarrollo de hueso en el defecto y la con-
solidacién de la fractura, ha propiciado diferentes ensayos
experimentales para estimular el relleno de un defecto 6seo
merced al aporte de VEGF®’.

Como el VEGF, la PTHrP es un péptido producido por
las células 6seas. De manera amplia, se considera una cito-
quina expresada en la mayoria de los tejidos normales, por
supuesto incluido el hueso®. La PTHrP es un regulador au-
toparacrino del crecimiento y la diferenciacién celular en
muchos de estos tejidos, y en la actualidad se considera un
importante regulador del metabolismo 6seo®®. Esta proteina
se expresa tanto en los condrocitos como en los osteoblastos
durante el desarrollo del hueso, lo que indica un importante
papel en la formacién del hueso endocondral®. De hecho, la
supresion homocigética de los genes de la PTHrP y del re-
ceptor tipo I comun para PTH y PTHrP (PTH1R) genera
una condrodisplasia letal perinatal en el ratén®’. Ahi entron-
ca, a nivel local, con las conocidas acciones de la PTH a ni-
vel sistémico, siendo que comparten receptor.

Los mecanismos de la accion anabdlica 6sea de la PTH
y la PTHrP in vivo parecen complejos e implican la interac-
cién con factores osteogénicos locales (como el IGF-I) en la
proliferacién y diferenciacion de la linea osteoprogenitora,
y con los mecanismos de apoptosis osteobldstica. Asi, la
PTH puede actuar como protector frente a la apoptosis tanto
in vitro como in vivo, a través de genes de supervivencia de
la familia de Bcl-2 y del factor de transcripcidén
Cbfal/Runx2 en los osteoblastos!?. La expresién del VEGF
y de la PTHrP, asi como de sus receptores, varian con la di-
ferenciacion osteobldstica, dado que la osteogénesis y la an-
giogénesis ocurren de manera coordinada durante el remo-
delado dseo. Por tanto, lejos de acciones puntuales de un
factor de crecimiento, se plantean para el futuro estrategias
que potencien la linea celular osteoformadora, en la que
participan los agentes mencionados.

Sin embargo, el manejo local de sustancias como las se-
fialadas se enfrenta a las barreras ya observadas en la aplica-
cién de factores de crecimiento a la fractura o el defecto:
necesidad de grandes cantidades de péptido y gran libera-
cién inicial. Por ello, una vez identificada la estrategia bio-

l6gica a utilizar, su transporte y adecuada distribucion en el
foco de consolidacién puede llevar a su éxito o a su fracaso.

A partir de este planteamiento, la suma de agentes oste-
oinductivos a una matriz osteoconductiva ha sido contem-
plada experimentalmente en los dltimos afios como estrate-
gia futura. Dado que un problema significativo para tener
éxito es la limitada accién de los agentes osteoinductivos en
caso de rdpida liberacién y metabolizacion, se estd progre-
sando también en el control de dicha liberacién. El objetivo
de obtener una matriz capaz de liberar el péptido alojado, en
respuesta a cambios en el medio, aumentaria la biodisponi-
bilidad de la sustancia en el entorno y en el momento que se
precise, con lo que el material capaz de esto tendria una in-
teresante adaptacién a las necesidades del entorno, y se ha
venido a considerar «biomaterial inteligente» en una nueva
generacion de biomateriales cuyas propiedades pueden re-
gularse y cambiar a peticién (Nanotechnology and Smart
Materials for Medical Applications, Noviembre 29-30,
2004. Roma).

Las estrategias vigentes incluyen el uso de materiales
transportadores desde poliméricos (inertes y reabsorbibles) a
biocerdmicos, pasando por el frecuentemente utilizado cola-
geno. El disefio de matrices inteligentes entrafia gran dificul-
tad, pero se estan explorando las posibilidades que ofrecen
los cambios detectables en el medio de consolidacién (pH,
pO2, etc.) y las posibles estrategias de liberacion controlada
(funcionalizacion de los poros, bloqueo y desbloqueo, etc.).
Si todo ello se consigue sobre un material bioactivo, puede
llegar un material verdaderamente osteoinductor, capaz de
guiar la osteogénesis de modo predecible.

REGENERACION OSEA CON CELULAS
MESENQUIMALES: ENSAYOS CLINICOS

La médula 6sea (MO) contiene células en estado quies-
cente que, ante determinadas sefiales bioldgicas, poseen la
capacidad de proliferar, diferenciarse e inducir la regenera-
cién del sistema hematopoyético, inmunolégico o los teji-
dos 6seo y vascular. No obstante, en determinadas situacio-
nes patoldgicas, el organismo es incapaz de movilizar un
ndmero suficiente de estas células progenitoras necesarias
para lograr la regeneracion!!'3, En casos como los fracasos
de consolidacién dsea podria plantearse lograr el restableci-
miento de la capacidad regenerativa recolectando MO me-
diante puncién-aspiracién del hueso iliaco y aplicandola en
el foco de la lesién. No obstante, la principal limitacion del
uso de MO no procesada es la dificultad de obtener con ella
una cantidad de células progenitoras suficiente para conse-
guir una respuesta regenerativa (1 célula mesenquimal por
cada 10.000-100.000 células nucleadas de MO). Estudios de
dosis/eficacia estiman que para la resolucién de la mayoria
de situaciones patoldgicas graves se precisaria una aporta-
cién minima de 1 litro de MO.
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En cirugia ortopédica y traumatoldgica el tratamiento
mediante autoinjerto dseo esponjoso, considerado el «pa-
trén oro», que procura la aportacién de células progenitoras
y sefiales inductoras en un soporte osteoconductor tedrica-
mente ideal, también presenta los inconvenientes de la ine-
vitable yatrogenia que implica su obtencién'* y su limitado
contenido en células progenitoras, razones que actualmente
se esgrimen a favor de su sustituciéon por el empleo de
aloinjertos (acelulares) o biomateriales, ambos aplicados
de forma aislada o conjuntados con productos osteoinducto-
res o incluso MO obtenida por aspirado.

Aastrom Biosciences (AnnArbor, Michigan, EE.UU.)
ha desarrollado un biorreactor (Aastrom Replicell System®
[ARS]) que, cumpliendo normas GMP, permite la expan-
sién ex vivo de células multipotenciales (con capacidad de
diferenciacion multilinaje) a partir del aspirado de un pe-
quefio volumen (50-80 ml) de MO de cresta iliaca autéloga,
producto celular denominado Tissue Repair Cells o TRC.

El cultivo en el ARS durante 12 dias se realiza a tasas
especificas de oxigenacion e intercambio de medio que de-
terminan la expansion selectiva de células progenitoras. Esta
tecnologia de perfusidn continua (Single Pass Perfusion),
que renueva continua y lentamente el medio de cultivo celu-
lar, ha demostrado mediante citometria de flujo, ensayos
clonogénicos y baterias de genes selectivas, que enriquece la
poblacién de células progenitoras de linaje endotelial y me-
senquimal al tiempo que reduce la presencia de células dife-
renciadas. El aumento de la presencia de células progenito-
ras que expresan marcadores Thy1+/CD14- se correlaciona
de forma exponencial con la formacién 6sea'”!® (tabla 1).

Este producto celular es rico en células adherentes que
crecen formando una matriz extracelular (estroma) propicio
al crecimiento de los diferentes linajes progenitores y que

Tabla 1. Fenotipo de las Tisue Repair Cells (TRC) por citometria
de flujo

MNC de MO TRC

CFU-GM 0,6%
CD34+lin- 0,7% 0,6%
Myeloid (CD15, CD11b) 3,7% 68% Hematopoyesis
Erythroid (GlyA) 49% 0,7% Sangre
CD14+ 14% 38%
7%
CFU-F 3,6%
Thy1+/CD14- 0,01% 21%
CD105+/166+/14-/45- 0,2% 13% Mesenquimales
0,07% Hueso, etc.
CD133/KDR+ 3%
vWF+ 0,2% 58%
CD144+ 16% 39% Endoteliales
CD146+ 15% 17% Vasos
CD144+/146+ 0,8% 4%
0,1%

MNC de MO: células mononucleares de médula 6sea.
Tomada de: Aastrom Biosciencies.

liberan sefales relacionadas con la angiogénesis y la forma-
cion de tejido 6seo. Se considera que el tejido lesionado tra-
tado con TRC utiliza estas células progenitoras como parte
de un proceso natural de reparacién y regeneracion tisular,
funcionalmente similar a lo que ocurriria al aplicar un gran
volumen de médula 6sea propia. Entre otras aplicaciones
potenciales que se estdn estudiando con el empleo de esta
biotecnologia se incluyen la reconstitucién hematopoyética,
la regeneracion 6sea y la vascular periférica y cardiaca!®2°.

En el ambito de la terapia celular somadtica en humanos,
las TRC ya han demostrado su capacidad como facilitadoras
de injerto y regeneracién hemopoyética de forma reproduci-
ble y fiable. La viabilidad y seguridad del método se ha evi-
denciado en diversos ensayos clinicos multicéntricos multi-
nacionales (EE.UU. y UE) desarrollados desde 1995.

Las TRC administradas por infusién sistémica en mas
de 140 pacientes afectados por cancer de mama o linfoma
que requerian trasplante de médula 6sea después de terapias
mieloablativas o mielotdxicas, evidenciaron una respuesta
de injerto idéntica a los que recibieron un trasplante tradi-
cional de gran cantidad de médula 6sea. Debe resaltarse que
el sistema no produce la expansién de células tumorales, y
aun mds, en estos pacientes afectados de céncer produjo la
eliminacién (purging) de las células tumorales quiescentes
en la muestra de MO recolectada.

Nuestro grupo de trabajo (ITRT-Dr. Orozco), en fun-
ciones de [+D+], participa junto con otras entidades en di-
versos ensayos clinicos que contemplan la aplicacién de
TRC en regeneracion de tejido éseo. Iniciamos los estudios
en el afio 2003 con dos pilotos, sometidos al control de la
OCAT (Organizacién Catalana de Transplantes), para eva-
luar viabilidad y seguridad de las TRC en pseudoartrosis no
hipertréficas de huesos largos y regeneracién de maxilar
atréfico en casos de edentulismo. Los datos obtenidos en es-
tos estudios también fueron muy satisfactorios respecto a la
eficacia, ya que se logré la curacién de los 6 casos de pseu-
doartrosis evocando un modelo per primam y en un tiempo
medio de 4 meses. La histomorfometria en las intervencio-
nes sobre el maxilar mostraron un incremento significativo
(p < 0,01) de la altura 6sea en la zona injertada con TRC
frente a la arcada contralateral no injertada (control).

Con motivo de la ley promulgada en mayo del 2004 re-
lativa al uso de células manipuladas, que considera como un
medicamento los productos celulares como las TRC, se de-
tuvo la puesta en marcha de nuevos estudios y llevamos a
cabo el procedimiento de solicitud de autorizacién a la
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
para permitir la aplicacion de las TRC como un «Producto
en Investigacién» (PEI). La autorizacion fue concedida en
noviembre del 2005. A partir de esta fecha se ha proseguido
con los estudios referentes a pseudoartrosis que sumaran da-
tos con otros similares llevados a cabo en EE.UU. y Alema-
nia, y se iniciaron los procedimientos de otros dos protoco-
los de aplicacién en artrodesis vertebral y en osteonecrosis
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de la cabeza del fémur que consideramos de méximo inte-
rés, como asi lo entiende la Food and Drug Administration
(FDA) al considerar las TRC como «medicamento huérfa-
no» para el tratamiento de la osteonecrosis.

En esquema, la metodologia de obtencion-aplicacion de
las TRC comtn a todos los estudios es:

1) Obtencién de MO bajo sedacidn-anestesia local
(aproximadamente 60 ml).

2) Transporte de la MO a la Unidad de Terapia Celular
del Banc de Sang i Teixits del Servei Catala de Salut (BST).

3) Seleccion de células mononucleares (Ficoll).

4) Inoculacién en la biocdmara de 300x10° células mo-
nonucleares.

5) Cultivo en el biorreactor ARS durante 12 dias.

6) Recoleccion, caracterizacion y andlisis de seguridad
del producto TRC final.

7) Transporte de las TRC al centro quirtrgico.

8) Intervencién quirdrgica segin la norma durante la
que se elabora y aplica un bioinjerto constituido por una do-
sis de TRC y fosfato tricdlcico (PTC) en proporcién de vo-
lumen 1:1, compactiandose el conjunto con un volumen si-
milar de plasma pobre en plaquetas (PPP).

Una unidad —dosis— de TRC contiene aproximada-
mente 132 x 10° células viables de médula ésea (132 = 85 x
10° células con un margen de confianza del 95%, en un in-
tervalo comprendido entre un minimo de 56 x 10® células
hasta un mdximo de 203 x 10° células). El estado actual de
los ensayos clinicos que se estan realizando sobre regenera-
cién 6sea con TRC aparecen en la tabla 2.

GENOMA Y TERAPIA GENICA

Los avances en genética molecular de las tltimas déca-
das estan llevando a cabo una revolucién en el conocimiento
de los complejos procesos de la biologia y en los mecanis-
mos intimos de muchas enfermedades y, en consecuencia,
empiezan a tener esperanzadas repercusiones en la medicina
clinica. Hace casi dos décadas se puso en marcha el Proyec-
to Genoma, con objeto de conocer la secuencia molecular
del complemento cromosémico humano e identificar todos
los genes implicados en las enfermedades, especialmente el
céancer. Asi se podré definir su fisiopatologia a nivel celular
y molecular para introducir nuevos y refinados procedi-
mientos de prediccidn, prevencidn, diagndstico y tratamien-
to. El proyecto inicié su andadura oficial en 1988 copatroci-
nado por tres instituciones oficiales de Estados Unidos y
diversas organizaciones cientificas de todo el mundo. Los
objetivos inicialmente trazados para 5 afios se han ido alcan-
zando antes de lo previsto, incluyendo algunas afecciones
del aparato locomotor relacionadas con defectos genéticos?'.

Tal es el caso de enfermedades regidas por las leyes de
Mendel, en las que se han identificado los genes cuyas mu-
taciones causan la afeccién. Asi ha ocurrido con la osteogé-

nesis imperfecta (codificacién de la coldgena I)*, la fibro-
displasia osificante progresiva (sintesis o sefializacién de la
BMP-4)%, los trastornos de almacenamiento lisosémico co-
mo la enfermedad de Gaucher (mutacién del gen de la glu-
cocerebrosidasa), y las mucopolisacaridosis tipo Hunter y
Hurler (defectos enzimaticos que dificultan la rotura de los
glucosaminoglicanos)?. Los esfuerzos de las investigacio-
nes actuales se basan en sustituir o compensar el gen mutan-
te con el gen normal mediante tecnologia recombinante
(transgénesis). Es evidente que seria necesario llevar a cabo
esta modificacion en fases iniciales del desarrollo, preferi-
blemente in ttero, anticipandose a la estructuracién de las
alteraciones de los tejidos. Ademds, es importante mantener
largo tiempo la expresion transgénica o mantenerla periddi-
camente.

Algunas enfermedades de transmisién no mendeliana
tienen gran trascendencia por su prevalencia y consecuen-
cias clinicas, sociales y econdmicas. Entre ellas estin nada
menos que la artritis reumatoide, la osteoporosis y la artro-
sis. Dado que sus bases genéticas no estdn bien precisadas,
los objetivos terapéuticos se dirigen a actuar sobre los me-
diadores moleculares que participan en sus mecanismos fi-
siopatolégicos. Por ejemplo, se han estudiado los genes que
codifican varios mediadores de la inflamacidén, como ciertas
interleuquinas y el factor de necrosis tumoral para la prime-
ra® y los que expresan la osteoprotegerina, molécula parti-
cipante en la remodelacién Gsea para la segunda?’. Los co-
nocimientos de ambas han propiciado investigaciones en
modelos animales para modificar tanto las citoquinas proin-
flamatorias implicadas en la reaccién tisular a las particulas
de desgaste, como las que participan en la ostedlisis, conse-
cuencia de la misma®®. En cuanto a la artrosis, el ADN com-
plementario de la interleuquina IlI-1Ra podria ser efectivo
como condroprotector?®. Los hallazgos descritos han condu-
cido a numerosos estudios experimentales de orientacion te-
rapéutica que se han traducido ya en algunos ensayos clini-
cos para la artritis reumatoide?>?°. Dada la ausencia de
modelos preclinicos adecuados para la investigacién de los
sarcomas del aparato locomotor (cultivos celulares, lesiones
espontdneas en animales, modelos xenogénicos como el ra-
tén desnudo, etc.) los avances han sido limitados.

Como se ha visto, la informacion obtenida en estudios
sobre genoma humano ha conducido al mejor conocimiento
de la fisiopatologia de un buen niimero de enfermedades del
aparato locomotor, y de manera inmediata al propdsito de
modificar o curar enfermedades sistémicas mediante la
transferencia de los genes apropiados. En esto consiste
la llamada terapia génica de la que se ofrecen dos modalida-
des. La terapia llamada de la linea germinal, que inici6 este
nuevo y esperanzador campo, corresponde a aquellos ejem-
plos referidos més arriba en los que se pretende modificar la
dotacién genética con cardcter permanente y transmisible a
la descendencia. La llamada terapia de las células somaticas
se puede considerar similar al trasplante de células o tejidos,
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Tabla 2. Estado de los ensayos en curso sobre regeneracion 6sea con Tisue Repair Cells (TRC) (abril 2005)

Ensayo clinico Descripcion Resultados
Seguridad y efectividad de las TRC para — Bajo control FDA IND — 27 pacientes siguieron durante 6-52 semanas,
regeneracion 6sea en pseudoartrosis — Fase I/II. Inicio 08/2003 sigue el reclutamiento de pacientes.
de huesos largos —N=36 — Ninguna reaccion adversa relacionada con
(en curso) las TRC
Formacion de puentes 6seos visualizados
radiograficamente en 9/17 (53%)
Centros a 3 meses; 11/12 (92%) a 6 meses; 5/6 (83%)

Seguridad y efectividad de las TRC para
regeneracion dsea en pseudoartrosis
no hipertréficas de huesos largos

(En curso: Vigilancia de seguridad a 24 meses)

Seguridad y efectividad de las TRC para
generar hueso en pacientes que requieren
aumentar la altura del seno maxilar

(En curso: Vigilancia de seguridad a 24 meses)

Seguridad y efectividad de las TRC para
generar la reparacion ésea en pacientes
pseudoartrosis no hipertréficas de huesos
largos)

(en curso)

Seguridad y efectividad de las TRC para
regeneracion dsea en pseudoartrosis
de huesos largos.

(en curso)

Seguridad y efectividad de las TRC en artrodesis

vertebral

Eficacia de las TRC en la terapia de la
osteonecrosis de la cabeza femoral

3 centros en EE.UU.

— Bajo control OCAT (ONT) y homologable
FDA

— Fase I/I1. Inicio 02/2004

—N=6

Centros

— Hospital Gral. I’Hospitalet

— Centro Médico Teknon

— Hosp. Barcelona-SCIAS

(colab. de Mutua Universal)

— Bajo control OCAT (ONT) y homologable
FDA

— Fase I/I1; Inicio 04/2004

—N=5

a9 meses; 3/3 (100%) a un aino
tras terapia
— 6 pseudoartrosis (5 pacientes) tratados.
— Ninguna reaccion adversa relacionada con
las TRC
— 6 pseudoartrosis consolidadas en un tiempo
maximo de 6 meses a partir
del tratamiento

— 5 pacientes tratados
(4 fumadores crénicos)

— Ninguna reaccién adversa relacionada
con las TRC

— Tratamiento bilateral con TRC + PTC + PPP — A 4 meses, TRC frente a control mostraron

en un maxilar, y PTC + PPP en contralateral

Centro

— Centro Médico Teknon

Inst. Cirugia Maxilofacial
Federico. Hdez. Alfaro.

— Fase I/11; Inicio 3/2004
—N=10

Centro

— Hospital de Bochum, Alemania

— Bajo control AEMPS y homologable FDA

— Fase I/IT; Inicio 11/2005

—N=10

Centros

— Centro Médico Teknon

— Hospital Gral. I’Hospitalet

— Hosp. Barcelona-SCIAS

(col. de Mutua Universal)

— Bajo control AEMPS y homologable FDA
— Fase I/I1; Inicio 5/2006

—N=10

Centros

— Centro Médico Teknon

— Hospital Trias i Pujol

— Bajo control AEMPS y homologable FDA
— Fase III

— N =50 (iniciales)

Centros

— Centro Médico Teknon

— Instituto Ortopédico Universidad Konig-

un incremento significativo (p < 0,01)
de la altura ésea en la zona del injerto;
histomorfometria: mayor formacién

e integracion ésea

— 3 pacientes tratados. Sigue el reclutamiento
de pacientes
— Ninguna reaccion adversa relacionada
con las TRC
2 pacientes no recibieron células debido
a un error de procedimiento
— 5 pacientes tratados desde 12/05.
(fecha actual 4/06)
Sigue el reclutamiento de pacientes
— Ninguna reaccion adversa relacionada
con las TRC
— Formacidn de puentes 6seos visualizados
radiograficamente en 1/2 (50%) a 4 meses

Aprobado AEMPS
Pendiente inicio reclutamiento de pacientes

Aprobado CEIC

Pendiente aprobacién AEMPS

TRC declarado medicamento huérfano por
FDA para tratamiento de osteonecrosis

Ludwig-Haus Julius-Maximilians de Wiirzburg

+ previstos

— 3 centros Espaiia
— 4 centros Alemania
— 5 centros EE.UU.

PTC: fosfato tricdlcico; PPT: plasma pobre en plaquetas; TRC: tissue repair cells (células de reparacién tisular).
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sin las repercusiones generales anteriores, ya que permite el
aporte local de proteinas, factores locales, citoquinas y mor-
fégenos habitualmente implicados en la regeneracion tisu-
lar. Estos factores constituyen, junto con las células y las
matrices o andamiajes conductores, uno de los tres compo-
nentes de la ingenieria de tejidos. Pero en ésta la molécula
recombinante elegida es directamente aplicada en el lugar
tratado, mientras que la terapia génica local acelera o induce
el proceso fisiolégico por expresién natural de la molécula
implicada®.

TERAPIA GENICA PARA REPARACION
Y REGENERACION OSEA

La reparacién 6sea viene siendo satisfactoriamente re-
suelta en la mayoria de los casos gracias a la llamada bioin-
genieria estructural, basada en implantes e instrumentos para
sustituir tejidos alterados o estabilizar elementos lesionados
facilitando su curacién. Pero la bioingenieria estructural se
ha mostrado insuficiente para reparar defectos o dafios gra-
ves y extensos asociados a fibrosis, insuficiente vasculariza-
cién y escasa disponibilidad de células precursoras osteogé-
nicas. Estos requieren la regeneracién de tejido 6seo vivo
capaz de responder eficazmente a los estimulos mecanicos y
bioldgicos?!. Como se describe en otro lugar, se vienen apli-
cando en la préctica clinica un buen nimero de factores con
probada capacidad de inducir la diferenciacién de las células
mesenquimales a la funcién osteogénica. Aunque los ensa-
yos clinicos previos para indicaciones especificas y limitadas
de las BMP han sido rigurosamente cientificos®, sus prome-
tedoras perspectivas estdn por demostrar. En efecto, los re-
sultados son en ocasiones imprevisibles, ya que se requieren
concentraciones muy altas en una dosis dnica para lograr
efectividad. Existen dudas sobre la idoneidad de los materia-
les portadores, la estabilidad y degradacién de estas molécu-
las una vez introducidas y, por tanto, sobre la duracién de su
efecto. Pero, sobre todo, parece paraddjico que se pretendan
ofrecer soluciones bioldgicas que estdn muy lejos de respetar
las secuencias espaciales y temporales y las caracteristicas
intimas de los procesos que regulan la regeneracion y la re-
paracién 6sea. Caplan®* enuncié6 en los albores de la ingenie-
ria tisular del aparato locomotor un principio fundamental
para su correcta realizacién: deberia reproducirse la comple-
ta recapitulacion de los acontecimientos que se producen du-
rante la embriogénesis de los miembros para una adecuada
regeneracion de érganos y tejidos. La consolidacién de las
fracturas es un complejo y sofisticado proceso similar, en el
que intervienen una serie de moléculas portadoras de mensa-
jes celulares programadas en una secuencia temporal bien
definida para restablecer la estructura y la funcién del seg-
mento lesionado®. Inmediatamente después de la fractura en
el hematoma se concentran factores como PDGF, TGFf,
IGFs y FGF2 procedentes de plaquetas y células que partici-

pan en la respuesta inflamatoria postraumatica como poli-
morfonucleares y macréfagos activados que internalizan par-
ticulas y detritos. Rdpidamente se produce el reclutamiento y
proliferacién de un blastema de células mesenquimales pri-
mitivas en cuya formacién intervienen los factores mencio-
nados gracias a su capacidad mitogénica. Mientras éstos es-
tdn precoz y ampliamente distribuidos en el callo blando, los
factores propiamente osteoinductores, como las BMP, apare-
cen mas tardfamente. La accién conjunta de TGFp, FGF2 y
BMP induce la diferenciacién de las células precursoras pre-
sentes a condroblastos, para la osificaciéon endocondral en al-
gunas dreas, y a osteoblastos. Como ejemplo de la compleji-
dad y sutileza de las interacciones de los factores de
crecimiento entre si y con las células, se ha demostrado que
la expresion en el foco de la BMP2 es mayor en la fase infla-
matoria inicial, mientras en las fases condrogénicas y osteo-
génicas predominan las BMP 3, 4, 7 y 8%, En resumen:

1) Los muiltiples factores de crecimiento que intervie-
nen tanto durante el desarrollo del esqueleto como durante
la consolidacion de las fracturas actiian coordinadamente.

2) Estos factores actian de manera secuencial: genes ti-
po hox establecen el patrén desde el inicio, los factores mi-
togénicos promueven la proliferacién celular y la angiogé-
nesis y los factores inductores facilitan finalmente la
diferenciacion.

3) Algunos de estos factores cooperan entre si para re-
gular los procesos o para formar complejos diméricos (BMP
2,4, 7)*° que se solapan en el tiempo.

Es evidente que la aplicacién de los factores de creci-
miento, tal y como se practica actualmente, dista mucho,
por su rudeza y simplismo, de las condiciones que la natura-
leza ha previsto para uno de lo procesos mds refinados de la
reparacion tisular.

La terapia génica local pretende desarrollar sistemas
que permitan controlar la accién de los factores y el ritmo y
concentraciones de su liberacion, asi como facilitar las po-
blaciones de células diana. Tras haber completado el geno-
ma humano se poseen los datos de secuenciacién de todos
los factores conocidos, lo que permite la transferencia del
gen adecuado a numerosos tipos de células, incluyendo las
troncales y las precursoras osteogénicas. La introduccién
del germen en el organismo puede realizarse mediante apli-
cacion directa en el tejido a tratar para incorporarse a las cé-
lulas locales (transduccién in vivo). El transporte del gen se
realiza sobre vectores virales y no virales. Entre los prime-
ros, los mds frecuentemente utilizados son los adenovirus y
ocasionalmente otros como los retrovirus, virus adeno-aso-
ciados y lentivirus. Entre los vehiculos no virales se encuen-
tran polimeros, lipidos, péptidos y plasmidos. En la trans-
duccién ex vivo el gen es introducido en células cultivadas
obtenidas del paciente, para evitar la posibilidad de rechazo
y ser luego transplantadas al paciente. En la primera moda-
lidad se evitan las molestias y complicaciones relacionadas
con la extraccién de las muestras celulares, pero el tipo y el
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numero de las células modificadas es imprevisible y pueden
aparecer reacciones agudas frente a las proteinas inmunogé-
nicas de los cdpsidos en los vectores virales. Los vectores
no virales son notablemente menos eficaces, aunque resul-
tan mas baratos y ficiles de aplicar. En cuanto a la terapia
génica ex vivo, tanto la transduccién en cultivo como la im-
plantacién sobre una matriz o andamiaje natural o artificial
pueden realizarse de manera precisa y controlada. Si el
factor codificado por el gen utilizado es soluble, su libera-
cién tendré efectos autocrinos (sobre la misma célula porta-
dora) o paracrinos (sobre las células vecinas). Si el sitio de
accién de la proteina codificada es intracelular (receptores
superficiales, factores de transcripcién) sélo en ella se pro-
ducirdn sus efectos.

La finalizacién del Proyecto Genoma Humano ha con-
ducido a investigaciones para aplicaciones terapéuticas del
conocimiento derivado de él. Asi ha nacido la terapia gé-
nica, rama de la «bioingenieria biolégica»’!. Aunque su de-
sarrollo se mantiene todavia en los limites experimentales, se
han despertado grandes esperanzas de aplicaciones clinicas
para situaciones que no tienen respuesta eficaz actualmente,
aunque en un horizonte temporal todavia dificil de precisar.
La terapia génica del aparato locomotor se basa en principios
cientificos sélidos ya que intenta mimetizar los sucesos de
manera fisioldgica y podré llegar alli donde la «bioingenieria
estructural no alcanza». El camino a recorrer pasa por pro-
fundizar en el conocimiento de los mecanismos bioldgicos a
nivel tisular, celular y molecular. Es preciso progresar en el
diseflo y fabricacién de vectores y matrices portadoras. El
desarrollo de células con refuerzo de la expresion de las pro-
teinas deseadas que puedan ser sembradas en las matrices
apropiadas es una orientacién reciente y prometedora®®. Son
imprescindibles estudios clinicos bien controlados en la rela-
cién seguridad-eficacia-coste antes de proceder a su utiliza-
cién generalizada. El potencial comercial presente en estas
tecnologias ha movilizado grandes inversiones de un sector,
el industrial, cuyos sus objetivos pueden no coincidir con los
de clinicos, investigadores y pacientes’®.
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