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PALABRAS CLAVE Resumen

Células madre; Objetivo: El objetivo principal de este estudio es comprobar la inocuidad del marcaje de células
Ingenieria tisular; madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo con particulas de hierro superparamagnético
Traumatologia; (SP10) en términos de proliferacion y multipotencialidad celular. El objetivo final es posibilitar
Resonancia el seguimiento celular in vivo mediante resonancia magnética con vistas a una posible aplica-
magnética cion en técnicas de terapia celular e ingenieria tisular en el area de la Cirugia Ortopédica y

Traumatologia.

Método: Mediante protocolos estandarizados se aislaron y cultivaron células mesenquimales
procedentes de 10 muestras de tejido graso. En pases 1P y 2P, dichas células fueron marca-
das con SPIO, empleando sulfato de protamina como agente transfectante. Tras comprobar la
eficiencia del marcaje mediante tincion con azul de Prusia, se analizo el efecto del mismo
sobre el crecimiento y la multipotencialidad de las poblaciones celulares mediante el estudio
de su crecimiento in vitro y su capacidad de diferenciacion hacia diferentes estirpes celulares.
Finalmente, se estudid la posibilidad de localizar las poblaciones celulares marcadas mediante
resonancia magnética de 3 Teslas.

Resultados y conclusién: Las poblaciones celulares aisladas a partir de las muestras de grasa
subcutanea marcadas con SPIO, muestran patrones de crecimiento y multipotencialidad simi-
lares a las poblaciones control. Dichas células son visibles mediante imagen por resonancia
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magnética una vez implantadas en una pieza 6sea de control. Los resultados obtenidos en
este estudio indican que esta metodologia podria aplicarse a la monitorizacion de las células
implantadas en defectos 6seos.
© 2011 SECOT. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to study the viability and multipotential capacity of adi-
pose derived mesenchymal stem cells, after being labelled with superparamagnetic iron oxide
particles. The final aim is to monitor stem cells after being implanted by cellular therapy and
tissue engineering techniques in the field of Orthopaedics and Traumatology.

Method: Ten biopsies of adipose tissue were processed in order to isolate adipose derived
mesenchymal stem cells, which were cultured under standard in vitro culture conditions until
pre-confluent state. Cells in 1P and 2P were labelled with superparamagnetic iron oxide par-
ticles (SPIO), using protamine sulphate as a transfection agent. After confirming labelling
efficiency with Prussian blue staining, we studied the labelling effect on the growth and multi-
potency of stem cells by analysing their in vitro growth curves and their capacity to differentiate
into adipogenic, osteogenic and chondrogenic cell lines. We also tried to view the labelled stem
cells using 3 Tesla magnetic resonance imaging.

Results and conclusion: Adipose derived stem cells labelled with SPIO showed a proliferation
and differentiation capacity similar to control stem cells. These cells were visible on MR images
after been implanted in a bone piece. Therefore, in vitro cell labelling of adipose derived
mesenchymal stem cells with SPIO could be useful for in vivo cell tracking by MRI in bone tissue

engineering.

© 2011 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

En los Gltimos afos, la terapia celular y la ingenieria tisu-
lar basada en células madre mesenquimales han adquirido
una gran importancia en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas al tratamiento de diversas patologias
del sistema esquelético’. Sin embargo, ain son muchas las
preguntas sin respuesta que acompanan a este tipo de técni-
cas. Una de las cuestiones que mas inquieta a investigadores
y clinicos es la que se refiere a la biodistribucion de estas
células una vez implantadas? ™.

El estudio de la localizacion y distribucion de las célu-
las madre mesenquimales implantadas es esencial para
poder concretar la seguridad y eficacia de estas técni-
cas. Ademas, asegurar la viabilidad y permanencia de las
células en el lugar del implante es fundamental para garan-
tizar su posible efecto terapéutico’. Con esos fines se
han disefado diversos métodos de marcaje y localizacion
celular, entre ellos el marcaje con fluorocromos como la
proteina verde fluorescente, o la transfecciéon con plasmi-
dos que codifican proteinas fluorescentes?>. Otras técnicas
emplean radioisétopos® o el implante de células madre
de un donante de diferente sexo o especie al del recep-
tor, utilizando el cromosoma Y como marcaje «natural»®.
Estos y otros métodos, aunque han resultado ser Utiles
en la localizacion de las poblaciones celulares implanta-
das, presentan algunas limitaciones, como la necesidad
de tomar biopsias de los tejidos para su posterior ana-
lisis dada la imposibilidad de hacer un seguimiento en
vivo.

La tecnologia de la imagen basada en la resonancia mag-
nética (RM), por el contrario, permite la obtencion in vivo
de imagenes sumamente sofisticadas a tiempo real. Ade-
mas, es una técnica sensible, con bastante especificidad
y no invasiva, que puede realizarse en un tiempo relativa-
mente corto*>. Por todo ello, es una buena opcion a la hora
de disefar técnicas de seguimiento en vivo que puedan ser
aplicadas en humanos.

Para su seguimiento por RM, las células a implantar
deben ser previamente marcadas con particulas magnéti-
cas biocompatibles, lo que se ha realizado con anterioridad
utilizando particulas de hierro superparamagnético (SPIO)
de forma experimental en &reas de cirugia cardiaca®,
neurocirugia’ y en patologia intervertebral®.

Considerando que la técnica de la monitorizacion celular
con marcaje paramagnético no se ha aplicado en el sistema
esquelético, hemos estudiado su inocuidad en poblacio-
nes de células madre adultas derivadas de tejido adiposo
(ADMSCs), dada su facil obtencion y gran disponibilidad, asi
como analizado la posibilidad de localizar, mediante imagen
por RM, la poblacion de células marcadas una vez implanta-
das en el tejido 6seo.

Material y método
Obtencién de las muestras de tejido adiposo

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron de ove-
jas adultas de raza Asaaf sacrificadas tras su empleo en
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protocolos experimentales que no interferian con el pre-
sente estudio. En quiréfano y bajo estrictas condiciones de
asepsia, se recogieron entre 5 y 10 gramos de tejido adi-
poso procedentes de la cola de 10 animales. Las muestras se
mantuvieron durante 6-8 horas a temperatura ambiente en
solucion esterilizante constituida por Dulbeccois modified
eagles medim (DMEM-PAA Laboratorios GMBH) suplementado
con antibioticos y antiflngicos (vancomicina —Normon—,
tobramicina —Braun—, sulfametoxazol —Almirall— y anfote-
ricina B —Sigma—).

Obtencion de las muestras de sangre y elaboracion
de matrices

Para la posterior diferenciacion condrogénica de las célu-
las en matriz de fibrina, durante la cirugia de extraccion
de tejido adiposo se recogieron también muestras de sangre
ovina en tubos de extraccion de sangre conteniendo citrato
sodico como agente anticoagulante. Dichos tubos fueron
sometidos a un ciclo de centrifugaciéon a 700g. A continua-
cion se recogio la fraccion plasmatica, que fue preservada
a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

Para la formacion de la matriz se descongelé la fraccion
plasmatica, se le adicion6 medio de cultivo, cloruro cal-
cico y acido tranexamico junto con la suspension celular,
manteniéndose a 37 °C hasta su polimerizacion.

Aislamiento y cultivo de ADMSCs

Tras el correspondiente periodo de esterilizacion, una vez en
el laboratorio de cultivos celulares, las muestras de tejido
adiposo fueron procesadas para la obtencion de ADMSCs.
Brevemente, el procedimiento empleado consistio en varios
lavados con solucion salina tamponada (PBS), seguidos de
digestion mecanica y, finalmente, digestion enzimatica con
colagenasa tipo | (Sigma) 2mg/ml en DMEM a 37°C hasta la
completa digestion del tejido (20-24 horas). Las muestras
asi obtenidas se centrifugaron a 720g durante 10 minutos
y la fraccion del estroma vascular (SVF) se resuspendio en
medio de cultivo de ADMSCs estandar, consistente en DMEM
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SbF-Linus-),
1% penicilina/streptomicina (PAA Lab.) y 1% glutamina (PAA
Lab), suplementado con 2,5 ng/ml de factor de crecimiento
fibroblastico (FGFb) (Sigma). Se cuantifico la poblacion celu-
lar mediante el método azul tripan en camara Neuvawer.
Finalmente, las suspensiones celulares se sembraron en pla-
cas de cultivo de 24 pocillos (2 cm?) (Becton Dickinson) a una
densidad de 30.000 células/cm? constituyendo el cultivo pri-
mario (OP) y se incubaron a 37°C y 5% de CO, en atmodsfera
con 95% de humedad. Transcurridas 48 horas, los cultivos
fueron sometidos a un lavado con PBS para eliminar el com-
ponente eritrocitario, quedando en los pocillos Unicamente
las células capaces de adherirse a ellos (ADMSCs).

Las células en cultivo fueron observadas diariamente
y cada 2-3 dias se cambio el medio de cultivo. Cuando
las células se encontraron en estado de preconfluencia, se
tripsinizaron y subcultivaron en placas de 24 pocillos. Breve-
mente, se elimind el medio, se lavo el pocillo con DMEM y se
anadio tripsina/EDTA (0,05/0,02%) (PAA Lab.), que se dejo
actuar a 37°C durante dos minutos. Las células se recupe-
raron, se neutralizaron y se centrifugaron a 720g.

Para posteriores estudios, los cultivos secundarios (1P y
2P) se sembraron a una densidad de 5.000 células/cm? en
superficies de 2 cm?.

Marcaje de las poblaciones celulares con SPIO

Una vez que los cultivos primarios alcanzaron el estado de
preconfluencia y previamente a su subcultivo, las pobla-
ciones celulares fueron marcadas con SPIO (Endorem®
—Laboratorios Guerbet—). Para ello, se incubaron con solu-
cion de marcaje consistente en 50 ul/ml de Endorem® en
DMEM y 6 mg/ml de sulfato de protamina, utilizando éste
como agente transfectante para favorecer la internaliza-
cion de las particulas de hierro por parte de las células
en cultivo®. Tras un periodo de incubaciéon de 12 horas a
37°C, los pocillos fueron lavados con PBS y 10 w/ml de
heparina para eliminar los restos de marcaje que no hubie-
ran penetrado en el interior celular. Para comprobar la
efectividad del marcaje, un pocillo de cada caso experi-
mental fue sometido a tincion azul de Prusia vy, tras la
correspondiente fijacion con paraformaldehido al 4% a 4°C
durante 30 minutos, se afadié una solucion de ferrocia-
nuro potasico al 10% en acido clorhidrico al 20% durante 30
minutos. Tras contrastar los nucleos celulares con el agente
Nuclear Fast Red se observd bajo microscopia de contraste
de fases la presencia de particulas azules en el interior
de las células sometidas al procedimiento de marcaje con
SPIO.

Inocuidad del marcaje con SPIO

Para comprobar la inocuidad del marcaje férrico en las
ADMSCs in vitro, se estudiaron los patrones de crecimiento
y diferenciacion de las poblaciones celulares marcadas y se
compararon con los obtenidos en los cultivos control (no
marcados). Dichos estudios se realizaron en los pases 1Py
2P de cada una de las muestras analizadas.

Para estudiar el patron proliferativo, se establecieron
curvas de crecimiento en pocillos de 2cm? de superficie
a una densidad inicial de 5.000 células/cm? y se man-
tuvieron bajo condiciones estandar de cultivo. Durante
10 dias se tripsinizaron los pocillos por duplicado cada
48 horas y se evalud el nimero de células mediante el
método azul de Tripan. Para el tratamiento estadistico de
los datos de proliferacion celular de los cultivos marcados
con SPIO y de los cultivos control se utilizo el programa SPSS
v.17.0.

Para el estudio de la multipotencialidad de las poblacio-
nes celulares objeto de estudio, se procedio a la induccion
adipogénica, osteogénica y condrogénica de las ADMSCs
marcadas con SPIO y de las poblaciones control. Para ello,
las células fueron cultivadas en medio de cultivo estan-
dar suplementado con aditivos especificos y posteriormente
caracterizadas mediante tinciones basicas.

Para la diferenciacion hacia células de fenotipo adipoci-
tico, las ADMSCs se cultivaron en medio base suplementado
con 1pM dexametasona (Sigma), 0,5mM IBMX (Sigma),
10 uM insulina (Sigma) y 200 uM indometacin (Sigma). Tras
7 dias de induccién se realiz6 una tincion Oil Red O
(Sigma).
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Para la induccion osteogénica, las células fueron culti-
vadas en medio base con 5% suero bovino fetal y 10 pM
dexametasona, 150mM acido L-ascorbico (Biomedia) y
10 mM B-glicerolfosfato (Sigma), completando la induccion
con la adicion al medio durante las primeras 48 horas de
10 ng/ml de proteina morfogenética 2 (BMP2) (Sigma). Tras
21 dias de induccion se realizd una tincion con Alizarin Red
(Sigma).

Finalmente, para su induccion condrogénica, 1-10°
ADMSCs fueron sembradas en 100 ul de matriz de fibrina
elaborada a partir de plasma ovino. Dichas matrices fueron
cultivadas en medio de cultivo condrogénico, consistente
en medio estandar suplementado con 50 p.g/ml acido ascor-
bico, 6,25 pg/mlinsulinay 10 ng/ml TGF B1 (Sigma) durante
21 dias. La caracterizacion de la diferenciacion condrogé-
nica se realizé6 mediante la observacion al microscopio de
la morfologia celular, y mediante el estudio sobre secciones
histolégicas de las matrices, sometidas a tincion azul Alcian.

Visualizacion de las poblaciones celulares
marcadas mediante RM

Las células marcadas procedentes del 1P fueron tripsiniza-
das y transportadas en medio de cultivo a las instalaciones
de la Universidad de Ledn para comprobar su visibilidad
mediante RM.

En un primer ensayo se estudiaron las diferencias entre
las imagenes obtenidas a partir de células marcadas embebi-
das en plasma rico en plaquetas (PRP), células no marcadas
embebidas en PRP y el propio PRP. Para ello, se mezclaron
las células con plasma ovino y se provoco su coagulacion
con cloruro calcico en tubos de ensayo. Las muestras, por
triplicado, fueron introducidas en una RM de 3 Teslas.

En segundo lugar, se realizaron tres defectos de tipo cavi-
tario de 13 x 11 mm en el lado interno de sendas mesetas
tibiales procedentes de ovejas adultas que habian sido sacri-
ficadas tras otros ensayos experimentales'. En el interior
del defecto seo se implantaron 1,5 x 10 ADMSCs marcadas
y embebidas en PRP y xenoinjerto 6seo liofilizado, inten-
tando reproducir las condiciones ideales de tratamiento de
este tipo de patologias mediante técnicas de ingenieria
tisular''. Inmediatamente después se tratd de localizar la
poblacion celular marcada en el interior del defecto dseo
mediante imagen por RM.

Resultados
Aislamiento de ADMSCs y cultivo primario

De las 10 muestras de tejido adiposo ovino obtenidas, tres
fueron desechadas por contaminacion bacteriana. A partir
de las 7 muestras restantes se obtuvo un rendimiento celular
medio de 172 4 132 células por mg de tejido digerido, dando
lugar al mismo nimero de cultivos primarios viables.

Tras el lavado de los pocillos a las 48 horas del esta-
blecimiento del cultivo primario, las células adherentes
evolucionaron de una morfologia redondeada hacia una
fusiforme, bipolar o tripolar, con largas prolongaciones
citoplasmaticas, y proliferaron uniformemente, sin formar
colonias, hasta conformar una monocapa (fig. 1A).

Los cultivos primarios tardaron una media de 9 dias en
alcanzar el estado de preconfluencia obteniéndose una tasa
de expansion media de 4 veces el nimero de células origi-
nales.

Marcaje de ADMSCs con SPIO

El método de marcaje utilizado resulté ser efectivo. Dicho
marcaje era visible mediante microscopio de contraste de
fases observandose como particulas oscuras de color par-
duzco en el interior de las células en cultivo.

La tincién azul de Prusia confirmé la presencia de parti-
culas de hierro en el interior de mas del 90% de las células
en cultivo, observandose éstas como particulas de color azul
(fig. 1By C).

Inocuidad del marcaje con SPIO

Los patrones de crecimiento y multipotencialidad de las
poblaciones de ADMSCs no se vieron alterados por el marcaje
intracelular con SPIO.

Las curvas de crecimiento de los cultivos de ADMSCs mar-
cados con SPIO mostraron un patréon estandar en el que se
observaba una corta fase de latencia seguida de una fase
de crecimiento exponencial hasta alcanzar la fase estacio-
naria al cabo de 8-10 dias. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las poblacio-
nes celulares control. No obstante, tras el procedimiento de
marcaje con SPIO se observo un leve descenso en el nUmero
de células respecto a los pocillos control debido a que los
lavados para eliminar el hierro no internalizado arrastraron
algunas de las células en cultivo (fig. 2).

Con respecto a la multipotencialidad, las poblaciones
celulares marcadas mantuvieron su capacidad de diferencia-
cion hacia diferentes estirpes celulares de manera similar a
las poblaciones control (fig. 3).

1. Diferenciacion adipogénica: al cabo de tres dias de induc-
cion adipogénica se observo un cambio en la morfologia
de las células en cultivo, que pasaron de mostrar una
morfologia fibroblastica con finas prolongaciones a una
morfologia mas estrellada. Tras 7 dias de cultivo en
medio adipogénico, la tincion Oil Red O puso en eviden-
cia la formacion de vacuolas lipidicas en el interior de
las células marcadas.

2. Diferenciacion osteogénica: el cultivo de ADMSCs marca-
das con SPIO en medio osteogénico provoco un cambio
en el patron de crecimiento y distribucion de las célu-
las en cultivo que se tradujo en la formacion de nodulos
celulares que mostraron signos de mineralizacion tras la
tincion con Alizarin Red. Dicha mineralizacion comenzo
a ser evidente a los 7 dias de induccion y fue mas intensa
a los 14 y 21 dias de cultivo en medio osteogénico.

3. Diferenciacién condrogénica: el cultivo tridimensional en
matriz de fibrina de las poblaciones celulares marca-
das en medio condrogénico durante 21 dias provoco un
cambio de la morfologia celular que pasé de una forma
fusiforme a otra redondeada. Las células se dispusieron
en lagunas dentro de la matriz, y la tincion azul Alcian
puso de manifiesto la presencia de proteoglicanos en las
zonas de la matriz cercanas a las células diferenciadas.
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Figura 1
de las células en cultivo.

Visualizacion de las poblaciones celulares
marcadas mediante RM

En la figura 4 se muestra la imagen obtenida mediante RM
de las poblaciones celulares marcadas y las poblaciones
celulares control embebidas en plasma ovino. Se observa
claramente que las poblaciones celulares marcadas con
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A) ADMSCs en cultivo. B) ADMSCs marcadas con SPIO. C) Tincion azul de Prusia mostrando el marcaje férrico en el interior

SPIO mostraron una sefal hipotensa respecto al musculo
en T2/T2*, mientras que en los tubos que contenian pobla-
ciones celulares no marcadas no se aprecian cambios en la
intensidad de la senal.

De manera similar, al implantar las células marcadas con
SPIO junto con plasma ovino y xenoinjerto dseo liofilizado
en un defecto de tipo cavitario realizado en la pieza o6sea,
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Figura 2  Curvas de crecimiento ADMSCs mostrando patrones de crecimiento similares entre las poblaciones celulares marcadas

con SPIO y las poblaciones control. A) 1P, B) 2P.
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Figura 3  Multipotencialidad de ADMSCs marcadas con SPIO. A) Diferenciacion adipogénica. Tincion Oil Red O. B) Diferenciacion

ssteogénica. Tincion rojo Alizarina. C: Diferenciacion condrogénica. Tincion azul de Alcian. Fotos inferiores: controles negativos de
cada una de las técnicas.

Figura 4 Pruebas de RMN. A) Tubos conteniendo las poblaciones celulares embebidas en gel de plasma rico en plaquetas (PRP).
By C) De izquierda a derecha se muestran las imagenes de RMN del PRP, PRP con ADMSCs marcadas con SPIO, y PRP con poblacion
celular control.
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Figura 5

mm

Pruebas de RMN. A) Meseta tibial ovina con defecto 6seo de tipo cavitario. B) En la lesion se introduce hueso esponjoso

liofilizado embebido en PRP conteniendo la poblacion celular marcada con SPIO (constructo). C) Imagen de RMN de la pieza 6sea

tras el implante del constructo en la lesion.

fue posible localizar las poblaciones celulares marcadas
mediante RM, mostrando una senal hipotensa en T2/T2*
(fig. 5).

Discusién

En los Gltimos afios, la sociedad médica y cientifica ha expe-
rimentado un enorme interés por las células madre adultas
y su potencial terapéutico. En el campo de la cirugia ortopé-
dica se ha aplicado en el tratamiento de necrosis avasculares
de la cabeza femoral'? y condilos femorales'?, en la recons-
truccion de defectos 6seos tras cirugia tumoral™ o en la
consolidacion de fracturas'. Sin embargo, la aplicacién de
técnicas de ingenieria tisular con células madre adultas para
el tratamiento de lesiones del sistema 6seo esta aln en sus
comienzos, dado que todavia no conocemos los mecanismos
por los que la terapia celular influye en el tratamiento de la
enfermedad.

El estudio de la biodistribucion y permanencia de las
células madre adultas una vez implantadas en el organismo
vivo es esencial para garantizar la seguridad y eficacia de
cualquier terapia basada en el empleo de células madre? .
Diversas técnicas han sido utilizadas con este objetivo,
como han sido los rayos X, la tomografia (tomografia com-
putarizada, la tomografia por emision de positrones o la
tomografia computarizada por emision de fotén Gnico)®?>,
0 métodos Opticos basados en moléculas fluorescentes o
bioluminiscentes?3.

La resonancia magnética es una modalidad de obtencion
de imagenes cuya utilidad en el seguimiento de células en
el organismo vivo es especialmente interesante, dado que
permite obtener imagenes multiplanares a tiempo real con
una gran resolucion de contraste y de manera no invasiva*>.
Ademas, permite hacer un seguimiento a largo plazo sobre la
posible proliferacion y migracion de las células implantadas.

Para el seguimiento de las poblaciones celulares implan-
tadas, éstas deben ser previamente marcadas con un agente
visible en imagen por RM.

Los agentes de contraste pueden clasificarse en funcion
de que produzcan contraste en T1 o en T2/T2*. Los agentes

de contraste en T1 utilizan gadolinio, que permite reali-
zar un seguimiento de las poblaciones celulares implantadas
de hasta 6 semanas, pero que requiere de altas concen-
traciones para ser visible’. Los agentes de contraste en
T2/T2* son los mas ampliamente utilizados para el segui-
miento celular por RM dado que el empleo de SPIO permite
la deteccion de un pequeio nimero de células durante
12 semanas®. Ademas, su uso en humanos ha sido apro-
bado por la FDA, dado que es biocompatible, seguro y no
toxico®16.

El presente estudio analiza la efectividad del marcaje de
células madre adultas derivadas de tejido adiposo ovino con
SPIO (Endorem®), asi como su efecto sobre la viabilidad y
multipotencialidad celular.

Sobre la metodologia de marcaje utilizada en el estu-
dio, se emplea una baja concentracion de hierro (50 pl/ml)
y sulfato de protamina como agente trasfectante, produ-
ciendo una alta tasa de internalizacion de las SPIO al cabo de
12 horas de incubacion, similar a la obtenida con otros agen-
tes como la lipofectamina'’ o la polilisina'®.

En cuanto a la inocuidad del marcaje, los resultados del
estudio demuestran que las SPIO no afectan a la viabilidad
ni a la multipotencialidad de las ADMSCs ovinas, de manera
similar a lo ya descrito por otros grupos con otros tipos
celulares como miofibroblastos y células mononucleares de
médula ésea®' o incluso ADMSCs de origen humano?. Las
poblaciones celulares marcadas mantienen patrones de pro-
liferacion similares a las poblaciones control, y son capaces
de diferenciarse hacia células maduras de distintas estirpes
celulares (de tipo adipocitico, condrocitico y osteoblastico)
de manera analoga a lo descrito por Arbab et al. para otros
tipos celulares?'.

La observacion mediante RM de las poblaciones celulares
marcadas embebidas en plasma gelificado demuestra que
son perfectamente distinguibles de las poblaciones celula-
res control. Como en estudios previos>*7:81¢ el marcaje
produce un descenso en la intensidad de sefal en T2/T2%,
haciendo posible la técnica para realizar seguimientos en
vivo de las poblaciones celulares implantadas en el tejido
dseo de manera similar a lo ya descrito en tejido cardiaco®,
cerebral’ e intervertebral®.
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Conclusion

A la vista de los resultados del presente estudio, podemos
concluir que el marcaje de poblaciones de ADMSCs ovinas
con SPIO y sulfato de protamina es inocuo y permite que las
poblaciones celulares proliferen y se diferencien de manera
similar a las poblaciones control. Dicho marcaje es visible
mediante imagenes de RM y permite la monitorizacion de
células implantadas en defectos dseos.

De tal forma, los resultados del presente estudio propor-
cionan datos suficientes para continuar la investigacion con
estudios en animal de experimentacion que posibiliten la
monitorizacion de las células implantadas en defectos 6seos
mediante técnicas de imagen basadas en RM.
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