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RESUMEN

Hombre de 34 afios y 115 kg de peso, que presentaba una
fractura de humero de dificil solucion, a pesar de haberse
sometido a tres intervenciones quirdrgicas previas. Se de-
cidio aplicar la terapia regenerativa mediante injerto seo
autdlogo de cresta iliaca junto a células mononucleadas de
la circulacion periférica del paciente. Con el objetivo de
lograr la movilizacion de células madre de médula dsea
hacia la circulacion periférica, se le administraron 5 pg/kg
de peso del factor estimulador de colonias de granulocitos
(FEC-G) recombinante cada 12 horas durante tres dias. A
partir de 1,000 mL de sangre, obtenida por venopuncion,
se aislaron las células mononucleadas y se determing el fe-
notipaje por citometria de flujo, empleando los anticuerpos
monoclonales CD34 y CD45. Al siguiente dia, se le inoculd
al paciente durante la operacion del injerto 6seo autélogo
de cresta iliaca. La solucion de la fractura del himero se
sigui6 mediante estudio de rayos X, y a los tres meses se
logro la consolidacion.

INTRODUCCION

La medicina regenerativa actualmente se aplica
en el tratamiento de un amplio grupo de en-
fermedades, como en cardiopatia isquémica, falla
hepadtica, enfermedades neurodegenerativas, re-
generacion de heridas, en miembros isquémicos,
traumas 6seos y en pacientes con diferentes tipos
de cancer.! En ortopedia, se ha demostrado
su efectividad en el tratamiento de retrasos de
consolidacién y la pseudoartrosis, asi como en
las necrosis 6seas avasculares no traumdticas de
la cadera y el hombro.> La consolidacién de las
fracturas del hueso puede ser alterada por fac-
tores mecanicos, biolégicos o una combinacién
de ambos.®” En estos casos se suele utilizar el

ABSTRACT

A male patient of 34 years old weighed 115kg, had difficult
fractured humerus condition besides having been surgically
operated three times. And finally, they decided to apply
regenerative therapy by use of autologuos transplant of
iliac crest together with mononuclear cells from peripheral
blood circulation of the patient. With objective of achieving
the mobilization of stem cells of the bone marrow towards
peripheral blood circulation, they administered 5ug/kg of
the total body weight of colonial granulocytes stimulation
factor (FSC-G) recombinant every 12 hours for three
days from the 1,000 mL of blood obtained by veinpunture,
they a isolated the mononuclear cells and determined the
phenotype using flow cytometric technique employing
monoclonal antibodies CD34 and CD45. The following
day, they administered o transplanted the iliac crest to
the patient. They monitored the fracture of the humerus
by perfuming an X-ray, and in three months they achieved
consolidation.

injerto 6seo para suplir la pérdida del tejido éseo
mediante la formacién de éste por el receptor.
El injerto de cresta iliaca ha mostrado mejores
resultados e integracién que otros; aumenta los
contornos, estabiliza las hendiduras y reconstruye
diversos defectos 6seos. A su vez, la médula 6sea
de la cresta iliaca es una importante fuente de
células madres hematopoyéticas (CMH), lo cual
favorece la formacion de osteoblastos y osteoclas-
tos que participan en la remodelacién ésea.8'4

Por otra parte, el factor estimulante de co-
lonias granulociticas (FEC-C) es un excelente
inductor de la proliferacion y diferenciacion
de las células madres hematopoyéticas (CMH)
hacia lineas de células mononucleadas (CMN)
(polimorfonucleares, eosindfilos y monocitos),
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pues favorece la movilizacién de éstas desde la médula
6sea hacia la sangre periférica.’™1® La magnitud de la
movilizacién puede medirse mediante la cuantificacién
de los marcadores especificos de superficie, como CD34*
y CD45%.19 La sangre periférica es la fuente preferida de
progenitores hematopoyéticos para trasplante autélogo,
se considera un tratamiento preciso y susceptible de
dosificacién.?0

MATERIALES Y METODOS

Estudio de un caso clinico con fractura distal de himero
del miembro derecho.

Paciente masculino de 34 afos de edad, con 115 kg
de peso con pseudoartrosis del tercio distal del htimero
derecho, secundaria a fractura espiroidea con fragmento
en ala de mariposa debida a un accidente de transito;
operado en tres ocasiones en otros centros en los que se
le aplicaron fijadores externos e injerto 6seo de banco. Se
realizo el seguimiento mediante estudio radiolégico duran-
te seis meses; sin embargo, el dolor persistia y el himero no
habfa consolidado (figura 1). Se aplic6 entonces reseccion
del foco pseudoartrésico, se colocaron dos alambres rigi-
dos intramedulares, un fijador externo monopolar RALCA
(doble barra) e injerto de cresta iliaca ipsilateral tricortical
y esponjoso y ademds injerto autélogo de células madres
adultas, de origen hematopoyético (figura 2).

Obtencién de células madres adultas. Para la ob-
tencion de las células madre hematopoyéticas adultas, se
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estimul6 la movilizacion a sangre periférica de las células
mononucleadas de médula dsea. El paciente fue sometido
a un pretratamiento mediante la administracion del FEC-
G recombinante en dosis de 5 pg/kg de peso, cada 12
horas, durante tres dias. Posteriormente se realizaron dos
extracciones de 500 mL de sangre del paciente mediante
venopuncién para aislar las células mononucleadas.

Aislamiento de células mononucleadas con técnica
de plasmagel. Cada bolsa de 500 mL de sangre total se
centrifugd durante diez minutos, a 3,000 revoluciones por
minuto (rpm) y a 4 °C. Al terminar el tiempo de centrifuga-
cion, fueron colocadas en los desplasmatizadores; liberamos
el brazo del desplasmatizador y rompimos el sello que da
salida al plasma hacia la bolsa satélite, pinzamos y sellamos
la tubuladura, quedando el paquete celular desplasmatiza-
do; posteriormente separamos ambas bolsas, pesamos la
bolsa con el contenido celular y determinamos su volumen
en mililitros. En el gabinete de seguridad biolégica agrega-
mos, a la bolsa que contiene las células, la misma cantidad
de plasmagel y dejamos sedimentar en posicién vertical
durante 25 o 30 minutos, logrando en este gradiente de
densidad la separacion evidente del plasma rico en células
del concentrado de eritrocitos y este tltimo para reinfundir al
paciente. La bolsa que contiene el plasma rico en células se
sometié a una centrifugacién pesada para ajustar el volumen
final de la colecta de células quedando en 50 mL; luego se
almacend la bolsa de células mononucleadas en la nevera
de conservacién de sangre (temperatura de 2 a 4 °C) hasta
el siguiente dia en que fue implantada la terapia celular.

Figura 1.

Placas radiograficas del
hiimero derecho antes de
aplicar el protocolo de la
terapia combinada.
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Se midi6 la viabilidad de las células mononuclea-
das aisladas mediante la técnica de azul tripan al 1%;
posteriormente se procedié a determinar el conteo de
leucocitos en el contador hematolégico y la proporcién
y fenotipaje de las células madres se realiz6 mediante
la técnica de citometria de flujo, marcadas con los anti-
cuerpos monoclonales CD34 conjugado con ficoeritrina
y CD45 conjugado con isotiocianato de fluoresceina. Las
lecturas se realizaron en un citémetro de flujo FACScan,
en el Centro de Inmunologia Molecular. Los histogramas
biparamétricos se construyeron a partir del porcentaje
absoluto de células mononucleadas CD45* y CD34*
obtenido a partir de las lecturas de dispersién frontal
(FS) y dispersién lateral (SS) a 675 nm, lo que permitié
el calculo del porcentaje de las subpoblaciénes celulares
CD34%/CD45*.

Obtencion de tejido de la cresta iliaca. El paciente se
colocé en dectbito lateral izquierdo, se le aplicé anestesia
general orotraqueal y se obtuvo un injerto tricortical de 4 cm
de la cresta iliaca derecha mas injerto de hueso esponjoso.
Se realiz6 diseccion cuidadosa, respetando el nervio femo-
rocutaneo derecho; al finalizar se aplicé cera hemostatica
para evitar el sangrado 6éseo de la zona donante.

Primero se resecé el foco de pseudoartrosis, se coloco
el injerto tricortical y aplicaron dos alambres intramedu-
lares. Después se coloco el fijador externo descrito, se
realizo arrastre mecanico y se aplicaron las células madre.
Finalmente, se colocé el injerto de hueso esponjoso de
la cresta iliaca y se procedié a cerrar por planos, dejando
drenajes de aspiracion en el brazo derecho y a nivel de la
cresta ilfaca derecha.

Se realizé una incision oblicua con orientacién inferior
y posterior a la cresta iliaca, a un centimetro del dorso

Hussein AA et al. Trasplante autélogo de células mononucleares en fracturas

de la espina y una longitud de 5 cm; se seccionaron
las inserciones anteriores de los musculos abdominales
oblicuo externo e interno y un segmento del tensor de la
fascia latea, hasta alcanzar el periostio. Para obtener un
injerto de tipo cortical se separaron las tablas 6seas con
el auxilio de un estedtomo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenotipaje de células madre hematopoyéticas por cito-
metria de flujo. Los histogramas obtenidos por citometria
de flujo de las células mononucleadas aisladas de la sangre
total del paciente y marcadas con anticuerpos monoclo-
nales CD34 y CDA45, respectivamente, se muestran en la
figura 3. En ausencia de los marcadores de superficie se
pueden observar los diferentes tipos de las células mono-
nucleadas, teniendo en cuenta su tamano y complejidad
nuclear (figura 3A: R1-SSC-H/FSC-H), la regién R1 del
histograma corresponde a las células mononucleadas,
como se demostré mediante el marcaje con el anticuerpo
monoclonal anti-CD45, especifico para células linfocitarias.

El histograma de la figura 3B, FL1-H/FSC-H (color
rojo), se corresponde con los linfocitos marcados con el
anticuerpo monoclonal CD45**FITC (FL1-H/FSC-H). El
98.27% de las células resultaron CD45* *FITC. En la figura
3C se observa la regién R2 (color verde), se presentan las
células madre marcadas con el anticuerpo monoclonal
anti-CD34**RPE (FL2-H/FSC-H), las cuales son 3.21%
del total.

En el histograma de la figura 3D (color azul) se presenta
el resultado del doble marcaje con los anticuerpos mono-
clonales anti-CD34**/anti-CD45** (FL2-H/FL1-H). En
éste se encontrd 3.45% de la colecta de sangre total antes

Figura 2.

Estudio radioldgico
transoperatorio. Fijacion
Osea con alambres intra-
medulares y aplicacion
de fijador externo mo-
nopolar Ralca (doble ba-
rra), injerto tricortical de
cresta iliaca derecha, de
hueso esponjoso y célu-
las madre.
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Figura 3. Fenotipaje de células madre por citometria de flujo.
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de la separacion. Como se puede apreciar, estos resultados
son similares al del marcaje simple (figura 3C); mientras que
con el doble marcaje, anti-CD34* */anti-CD45** (FL2-H/
FL1-H), se obtuvo 5.05% del concentrado de la colecta final
(figura 3E, azul).

El empleo de los marcadores de superficie CD34 y
CD45 demostré el potencial proliferativo de las células
mononucleadas de sangre periférica del paciente. Por
lo que se decidi6 emplearlas en el trasplante autélogo
durante la cirugia ortopédica del autoinjerto de cresta
iliaca y la colocacién de los fijadores para lograr la con-
solidacion de la fractura del himero de dificil solucién
en el caso en estudio.

El injerto 6seo resulta necesario en el tratamiento de
retrasos de consolidacién y la seudoartrosis, asi como en
las necrosis Gseas avasculares no traumdticas.> Existen
mdltiples factores que pueden afectar la consolidacién de
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las fracturas del hueso.®” El injerto dseo permite suplir la
pérdida del tejido 6seo, particularmente el injerto de la
cresta ilfaca, importante fuente de células madre hema-
topoyéticas (CMH), que ha mostrado mejores resultados
e integracion en la reconstruccion de defectos 6seos.®14

Por otra parte, el tratamiento previo del paciente
mediante la adicién del FEC-G asegur6 la movilizacién
de células madre hematopoyéticas desde la médula 6sea
hacia la sangre, proporcionando incremento del nimero
de progenitores hematopoyéticos en circulacion.' 18

Por una parte, el trasplante autélogo del concentrado
de células mononucleadas CD34*/CD45" y la médula
6sea de la cresta iliaca autoinjertada contribuyeron a la
consolidacién de la fractura del himero de dificil solucién,
ya que proporcionaron una mayor magnitud de células
hematopoyéticas en la circulaciéon del paciente. Por tan-
to, el tratamiento mediante la medicina regenerativa y la
colocacién de los fijadores aseguraron la consolidacion del
hueso a los tres meses de aplicadas (figura 4).

CONCLUSIONES

Se demostraron las ventajas de la combinacién del tras-
plante autélogo de células madre adultas de la circulacién
periférica con el autoinjerto de cresta iliaca y la colocacién
de los fijadores en la consolidacion de la fractura del tercio
terminal del hdimero del paciente.
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Figura 4.

Radiografias tomadas
tres meses después del
trasplante autélogo de
células mononucleadas
de sangre periférica jun-
to al autoinjerto de cres-
ta ilfaca sin fijadores. Se
observa la consolidacion
de la fractura del tercio
terminal del hamero.
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