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TGF-B1 y otras moléculas como biomarcadores de consolidacién 6sea en pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos

1.1. Introduccion

La pseudoartrosis es una complicacién con unas tasas de incidencia que se estiman entorno al 5-
10% de las fracturas (1) (2). Es frecuente su localizacion a nivel de la diéfisis de huesos largos
siendo los tres segmentos mas afectados el fémur, la tibia y el humero. Se trata de una
complicacién de dificil solucion que requiere de importantes gestos quirtrgicos y un problema
acuciante dentro de la cirugia ortopédica y traumatolégica actual. Se requieren una media de 1,5
intervenciones para las pseudoartrosis asépticas y de hasta 3,4 para las infectadas. Los tiempos
medios de incapacidad laboral oscilan el afio para las pseudoartrosis asépticas y los dos afios
para las sépticas (3). Todo ello genera un importante incremento de los costes sanitarios y
sociales, asi como malestar y discomfort en el paciente. Se ha cuantificado entre 7000 y 79000
libras solo el gasto sanitario hospitalario atribuido al tratamiento de la pseudoartrosis en Reino

Unido, cifra a la que habria que afadir los costes sanitarios extrahospitalarios y sociales (2).

1.2. Concepto de pseudoartrosis

En los trastornos cronolégicos de la consolidacion de las fracturas, se diferencian dos cuadros: el
retardo de consolidacion y la pseudoartrosis. La pseudoartrosis se enmarca dentro de las llamadas

complicaciones dseas tardias.

Se ha descrito clasicamente el retardo de consolidacion como un retraso en la evolucién del callo
de fractura cuya consolidacion se acaba produciendo sin variar el tratamiento (en un periodo de
hasta 9 meses); mientras que la pseudoartrosis, a pesar de una correcta inmovilizacion o
estabilizacion, nunca llega a consolidar, aceptandose como limite de tiempo los 9 meses
sefialados (4). Existen autores que acortan los tiempos, especialmente en huesos largos,
estableciendo los 6 meses como limite sino se aprecian signos radiologicos de formacion de callo
0seo en tres controles radiol6gicos mensuales seriados (5). En nuestro trabajo nos acogeremos
al concepto clasico establecido en 9 meses. La inestabilidad de la fractura, asi como el dolor en la
zona fractuaria son signos clinicos indicativos de pseudoartrosis que deben asociarse a los

radioldgicos.
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Las clasificaciones existentes son antiguas pero conocidas, empleadas y aceptadas. Asi, existen
clasificaciones segun el origen de la pseudoartrosis, segun su localizacién, segun su gravedad y
evolucién, segun la presencia de infeccion y segun la anatomia del callo. Weber y Cech (6)
definieron con este ultimo criterio la clasificacién mas clésica y utilizada de la pseudoartrosis y en
la que nos vamos a basar en el presente estudio. La observacion del aspecto anatémico del callo
permite, segun estos autores, definir la situacién biolégica y vascular de los fragmentos de la
fractura no consolidada. Esta clasificacion tiene gran valor pronéstico ya que el potencial reparador
residual de la pseudoartrosis es la mayor ayuda que tiene el cirujano para tratar este problema.

Diferencian entre:

— Hipertroéficas: El foco de fractura presenta una buena biologia y vascularizacién, por tanto el
potencial reparativo es alto. La consolidacion fracasa debido al exceso de movilidad en el foco de
fractura, situacion que impide la unién de los fragmentos. Esto genera intentos de reparacion
fallidos, dando lugar a un callo 6seo abundante pero que no termina de unir. Su traduccion
radiolégica es un callo hipertréfico y la ausencia de contacto entre los dos extremos dseos que

componen la fractura.

— Atréficas / hipotréficas / oligotroéficas: El foco fractuario presenta una pobre biologia y
vascularizacion, y por tanto su potencial reparativo es bajo. La fijacion o estabilizacién en estos
casos a pesar de ser correcto e impedir la movilidad del foco, no garantiza la consolidacién ya que
los bordes de la fractura no son capaces de producir nuevo tejido 6seo. Su traduccion radiolégica

es una ausencia de callo dseo y en muchos casos bordes atréficos y esclerosos.

Ademas de la pobre vascularizacion se han descrito varios factores que pueden contribuir a la
pseudoartrosis atrofica: infeccion, habito tabaquico, diabetes mellitus, estados carenciales, déficit
nutricional, edad, alteraciones hormonales, consumo de corticoides o inhibidores de la sintesis de
prostaglandinas. Obsérvese en el cuadro siguiente la relacién de factores de riesgo implicados
(7)(8) Tabla I.
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Imagen 1 Imagen 2
Figura 1: Pseudoartrosis diagnosticadas por TAC a los 9 meses. Imagen 1. Corresponde a una pseudoartrosis
hipertréfica de fémur distal. Se aprecia el callo 6seo hipertréfico, asi como la ausencia de union de los bordes de la
fractura. Imagen 2. Pseudoartrosis atréfica diafisaria en himero. Obsérvese la ausencia de callo dseo, asi como los

bordes atréficos y esclerosos de la fractura. Imagenes archivo propio: Daniel Chaverri

Factores de riesgo que dificultan el proceso de consolidacién dsea

Relacionados con el paciente
1) Genéticos:  Polimorfismos en  genes
relacionados con Bone Morfogenetic Proteins
(BMP): Noggin /Smdad6 y con Platelet
Derived Growth Factor (PDGF)
Edad
Alteraciones sistémicas:
Diabetes Mellitus
Obesidad
Enfermedad Vascular Periférica
Osteoporosis
Malnutricion
Estados carenciales

2)
3)

Relacionados con la lesion
1) Mecanismo de alta energia
2)  Conminuci6n de la fractura
3)  Afectacion de partes blandas
4)  Lesién vascular

Relacionados con el ambiente
1)  Habito tabaquico

2) Farmacos: antidiabéticos orales,
quimioterapicos,  anticoagulantes  orales,
acido acetilsalicilico, antinflamatorios no
esteroideos (NSAID), antibiticos

(quinolonas, aminoglucosidos)
3) Consumo alcohol

Relacionados con el tratamiento

1) Contacto o no de corticales
Desperiostizacion excesiva

Pérdida de segmentos 6seos

Infeccion

Mala indicacion y colocacién del implante
Fasciotomias previas

Momento de inicio de carga

N

~N O O1 b W
—_—— ===

Tabla I: Factores de riesgo que influyen en el proceso de

regeneracion 6sea. Copuroglu C et al (8)
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1.3. Tratamiento de la pseudoartrosis

El tratamiento de cualquier pseudoartrosis debe basarse en: A) dar estabilidad mecéanica al foco
de fractura, B) aportar un estimulo biolégico (osteogénico, osteoinductor, osteoconductor) asi
como C) procurar un aporte vascular adecuado (9). Dentro de los estimuladores bioldgicos el
autoinjerto es el patron oro por presentar capacidades osteoinductoras, osteoconductoras y
osteogenicas. Los huesos de origen membranoso como el iliaco tienen mas capacidad
osteoinductiva que los de origen encondral (huesos largos). Una vez implantadas las células del
injerto en el foco de fractura responderan a estimulos locales liberando factores de crecimiento y
favoreciendo la angiogénesis y la formacion 6sea. Se han reportado tasas de éxitos de entre el 80
y el 98% en pseudoartrosis atréfica de huesos largos mediante tratamiento con autoinjerto de
cresta iliaca y/o de médula 6sea femoral (10) (11) (12) (13) (14). Sin embargo, el principal
inconveniente son las complicaciones en el sitio donante en forma de fracturas, déficits de
regeneracion dsea, infecciones, hematomas y dolor que en algunas series puede alcanzar hasta
el 38% de los casos (10)(15)(16).

Para minimizar o evitar estas complicaciones se estan desarrollando en la actualidad propuestas
terapéuticas alternativas como aquellas que tienen por base el uso de células madre
mesenquimales (MSC). Las MSC pueden obtenerse a partir de varios érganos y tejidos, siendo la
médula 6sea (MO) una de sus mejores y mas accesibles fuentes. Después de su obtencion las
MSC pueden ser aisladas y multiplicadas in vitro, con capacidad para regenerar tejidos
deteriorados o lesionados como el 6seo. XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® es una alternativa
terapéutica para el tratamiento de la pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos que sustituiria
al tratamiento estandar por MSC autélogas expandidas ex vivo y colonizadas en matriz esponjosa
0sea alogénica procedente de banco de tejidos (17) (18) (19) (20) (21) (22).

1.4. Breve repaso a la biologia de consolidacion ésea.

Tradicionalmente se han descrito 5 fases de consolidacion (7):

1) Inflamatorialhematoma: La agresion traumatica y el sangrado inician la cascada de
acontecimientos en las que la formacion del hematoma es esencial. De esta forma se lleva
a cabo la activacion de moléculas como las interleucinas (IL) por parte de células
inflamatorias, y la secrecion de factores de crecimiento por parte de las plaquetas:

16
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Transforming Growth Factor (TGF) y Platelet Derived Grotwh Factor (FDGF) que
participaran en procesos como la quimiotaxis, la angiogénesis y la respuesta celular. Se
produce igualmente la activacion de macrofagos y osteoclastos buscando la limpieza y
eliminacion del tejido desvitalizado.

2) Angiogénesis y formacion de cartilago: Entre el séptimo y el décimo dias, el periostio
por un lado inicia la formacion de hueso intramembranoso a ambos lados de la fractura; y
el endostio, partes blandas adyacentes y periostio inician la formacion de hueso encondral
que constituira la mayor parte del nuevo tejido de osificacion.

3) Calcificacion del callo: A los 20 dias aproximadamente los condrocitos del hueso
encondral, que han estado replicandose por mitosis, comenzaran la secrecion de calcio y
enzimas proteoliticas que degradaran la matriz extracelular (MEC) alcanzandose la
calcificacion del callo.

4) Osificacion del callo: el callo encondral calficificado sera invadido entre la 4-6% semana
por vasos sanguineos que aportaran pericitos como células progenitoras de osteoblastos,
iniciandose un proceso de recambio de hueso neoformado por hueso esponjoso.

5) Remodelacion ésea: Finalmente durante un largo periodo de tiempo que constituiran

meses 0 afos se llevara a cabo un proceso de remodelado 6seo mediante “creeping

substitution”.
Monocyte
v "
Pre-osteoclast @ Platelets &
Y . & Mesenchymal progenitor
(L . :
Osteoclast @

Osteocyte |
-

@ Pre-osteoblast

Osteoblast Bone-lining cell

Osteoid

New
bone

Old
bone

INFLAMMATION
REPAIR
REMODELLING

Figura 2: Imagen que muestra las diferentes fases de la consolidacién 6sea de manera esquematica:
INFLAMMATION: Fases de Hematoma, Angiogénesis y Formacion de cartilago. REPAIR: Fases de Calcificacion y
Osificacion del callo. REMODELLING: Fase de Remodelacion 6sea. Fuente: Chaverri D (23). Ver apéndice |
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Corticales

Callo
B peridstico

4

Fibrocartilago

Callo
medular

Canal
medular

Figura 3: Imagen anatomopatoldgica de osteotomia tibial en perro con fijador externo a las 4 semanas. Obsérvese
la formacion de callo periostico (osificacién intramembranosa) y fibrocartilago y callo medular (osificacion
encondral). Fuente: Navarro, A. (7)

1.5. Métodos diagnésticos para la pseudoartrosis

Como se ha descrito en el punto 1.2, el diagnostico de pseudoartrosis vendria determinado por 3
vertientes:

1) Clinica: presencia de dolor/movilidad en el foco de fractura

2) Radioldgica: ausencia de signos de consolidacion radioldgica

3) Cronoldgica: en un plazo superior a los 9 meses

A nivel radiolégico se han definido cualitativamente criterios para valorar la presencia o no de callo
6seo. Sin embargo ante la ausencia de consenso internacional (24) se han desarrollado escalas
como la Radiographic Union Score y la Radiographic Unién Score Modificada que cuantifican la
consolidacién 6sea en base a una escala numérica en radiologia simple (25)(26)(27). Estas
escalas presentan algunas limitaciones sobretodo cuando se evalua la consolidacion en pacientes
operados con determinado material de osteosintesis (placas) ya que no se visualizacién en
muchas ocasiones las cuatro corticales (28).

El TC ha demostrado tener un 100% de sensibilidad para detectar pseudoartrosis siendo mas
limitada su especificidad (62%) (29). Esa alta sensibilidad es lo que ha hecho que sea actualmente

la prueba “princess” para el diagndstico de la pseudoartrosis. Al igual que para la valoracién por
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radiologia simple se ha propuesto una escala para la cuantificacion de la consolidacion dsea, la
Tomographic Union Score (TUS), presentando mejores valores de fiabilidad inter e intraobservador
que la escala RUS (30). Igualmente se esta trabajando en nuevas formas de evaluacion de la
consolidacion 6sea por TC mediante la medicién de la densidad ésea por Unidades Hounsfield

(UH), si bien esta metodologia esta por desarrollar (31)(32)(33).

Como es bien sabido, el uso del TC no es inocuo generando altas dosis de irradiacion al paciente,
motivo por el cual su uso debe ser racionalizado. Por esto Ultimo se han abierto nuevas lineas de
investigacion que nos permitan monitorizar la consolidacion 6sea y diagnosticar precozmente la

pseudoartrosis (23).

Se encuentran actualmente en estudio pruebas diagnosticas que nos permitan medir la
vascularizacion en la zona y por tanto predecir el potencial de consolidacion de la fractura,
mediante el uso de laser doppler , resonancia magnética y tomografia con emision de positrones
(PET) (34)(35).

Se ha propuesto la determinacion genética como causa de la pseudoartrosis, investigdndose
actualmente polimorfismos, asi como otras alteraciones en la expresion génica que indiquen
predisposicidn a la no consolidacion 6sea de un sujeto. Estos serian algunos de los genes
alterados que podrian predisponer a la no consolidacion, si bien la investigacion en humanos a dia
de hoy es escasa y con resultados poco concluyentes (36) (37)(38) :
- Implicados en generacion de matriz extracelular: CDO1 (Cysteine dioxygenase, type 1),
PDE4DIP (Phosphodiesterase 4D interacting protein), COMP (Cartilage oligomeric
matrix protein) , FMOD (Fibromodulin), FN1 (Fibronectina 1)
- Implicados en la formacion de citoesqueleto: ACTA2 (Actin alpha 2), SMC (Smooth muscle
cells).
- Implicados en la diferenciaciéon: CLU (Clusterin), TSC22 (TGF-b-stimulated protein),
TSC22D1 (TSC22 domain family, member 1).

- Implicados en la mediacion celular: NOS2 (nitric oxide synthase 2 enzime) .
Por ultimo, una de las lineas que ha despertado grandes expectativas es la investigacion

molecular. Se basaria en la deteccion de una molécula en sangre (biomarcador) que nos permitiera

monitorizar el proceso de consolidacién 6sea, de la misma manera que actualmente los reactantes
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de fase aguda, Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) y Proteina C Reactiva (PCR), nos

permiten monitorizar la inflamacion / infeccion (38) (34) (23).

Table 1. Methodologies used in the detection of critical parameters affecting the diagnosis of nonunion or

pseudoarthrosis.

RC target Method Pros Cons

Bone union X-ray Noninvasive Poor resolution; exposure to radiation

Bone union PET/CT Noninvasive; high resolution Expensive; exposure to magnetic fields

Circulating biomarker ELISA Minimally invasive (blood sample); Menspecific binding and high background
customizable assays

Circulating biomarker xMAP technology (i.e., Luminex) Minimally invasive (blood sample); Dependence on commercial kits
multiplex; high sensitivity and specificity

Protein expression IHC Shows location of the expression of Invasive (biopsy); labor intensive; time
specific proteins consuming

Gene expression gRT-PCR Quantitative measure of levels of genes  Invasive (biopsy); labor intensive

expressed locally

Preferred use of detection methods in Research (R) and Clinical (C) practice and their advantages are presented.
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; IHC: Immunohistochemistry; PET/CT: Positron emission tomography/computed tomography; gRT-PCR: Quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction; xMAP: (multiplex) MultiAnalyte Profiler

Tabla Il: Muestra los diferentes métodos de diagndstico tanto usados en la practica clinica como en fase de estudio

con sus pros y contras. Fuente: Chaverri, D (23). Ver apéndice I.

1.6. Nuevas opciones diagnosticas: Biomarcadores y pseudoartrosis

La sangre es considerada un tejido con abundante informacién en forma de moléculas, que refleja
el estado fisiologico de nuestro cuerpo (39). Podriamos decir que es el tejido cohesionador y
vertebrador del organismo. Discurre por la mayoria de los 6rganos y tejidos, y por tanto es un
elemento de relacidén y comunicacion interna. Existe una gran cantidad de moléculas en ella, la
mayoria desconocidas y/o poco estudiadas, que son la expresion de acontecimientos que estan
sucediendo en diversas partes del organismo. Entre estos eventos fisiologicos debemos incluir la

consolidacién osea.

El poder predecir, detectar y/o diagnosticar mediante una molécula o biomarcador a aquellos
pacientes en riesgo de desarrollar pseudoartrosis o no consolidacion nos ayudaria a poder actuar
precozmente e instaurar medidas especiales para prevenirla. Diversas lineas de investigacion se
centran actualmente en la busqueda de dicho biomarcador. El biomarcador ideal seria aquel que
permitiera predecir precozmente la no consolidacion, que presentase una alta sensibilidad y

especificidad y que fuera de facil obtencion (38).

Se considera un biomarcador de consolidaciéon ¢sea a cualquier molécula liberada durante la

produccién o degradacion de la matriz extracelular 6sea; o cualquier molécula producida local o
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sistémicamente que sirva de sefial o guie el proceso normal de consolidacion. Asi se han descrito
(40)(23)(34)(41):

1)

Marcadores seroldgicos derivados de osteoblastos y relacionados con la formacién
6sea: Fosfatasa alcalina (ALP), Procolagen tipo | N-Terminal Propeptid (PINP),
Procolagen tipo | C terminal propeptid (PICP), Amino-terminal procollagen propeptides
of collagen type Il (PIIINP), osteocalcin (OC), C-terminal cross linking telopeptide of
type I collagen (CTX), Pyridoline (PYR) Deoxypyridinoline (DPD);

Marcadores serologicos derivados de osteoclastos y relacionados con la resorcion
6sea: Tartrate Resistant Acid Phosphatase (TRACP) y sus isoformas (mTRACP,
TRACP 5 A), Capthepsin K.

Factores de crecimiento y moléculas inflamatorias producidas por las diferentes
células implicadas en el proceso: Fibroblast Growth Factor 2 'y 23 (FGF-2, FGF-23),
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Transforming Growth Factor 1 (TGF-B1),
Bone Morphogenethic Protein (BMP), Macrofhague colony stimulating factor (M-CSF),

interleucines (IL).

Sin embargo, la utilidad de estos marcadores es limitada hasta que se conozcan con més detalle

las fases y procesos biologicos que llevan a la consolidacion dsea, asi como la concatenacion de

los mismos (34). Es por ello por lo que estamos en una nueva e incipiente perspectiva para la

descripcion y deteccion precoz del éxito o fracaso de la consolidacion 6sea.

En la literatura encontramos algunos estudios realizados principalmente en animales, aunque

también en humanos en la busqueda de dicho biomarcador. La investigacion en humanos es mas

limitada y metodologicamente mas pobre, habiéndose estudiado unas pocas moléculas (Tabla l).
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Molecule Study design Results Reference
TGF-B1 TBRIII, TGF-IGH3 were two
receptor: TBRIII Transversal study proteins detected in peripheric .
TGF-IGH3 25 long bone fractures blood samples in patients with Grguveric et al 2007 (39)

(serum samples)

long bone fractures

TGFB1
(serum samples)

Case Control
Delayed union long bones
10 non union vs 10 union (2005)
15 non union vs 15 union (2007)

Significant differences at 4 (p
0,01),8 and 12 week (p 0,05).

Zimmerman et al 2005,2007
(42) (43)

CTX, PYR, DPD
(urine and serum
samples)

OC Nmid
(serum samples)

Case Control

Non union vertebral fractures
9 non union vs 24 union

Significant differences for OC
Nmid at 24 (p 0,05) and 48 (p
0,01) weeks

Ohishi et al 2008
(44)

VEGF
(serum samples)

Case Control
Delayed or non union long bones
11 non union vs 11 union

No significant differences at
anytime

Sarahrudi et al 2008
(45)

FGF 23
(serum samples)

Case series

55 Aseptic loosening total hip
replacement (THR)

40 primary Total Hip Arthroplasty

(THA)

Elevated levels pre and 3 days
postoperatively were
observed in patients affected
of aseptic loosenign THR

FGF23 levels are elevated at
day 1,4 and 10
postoperatively compared
with basal samples in patients
with primary THA

Goebel et al 2009
(46)

NO, TGFB1, VEGF
and BMP-2
(serum samples)

Case Control
non union long bones treated with
extracorporeal shockwave
treatment
3 non union vs 9 union

Patients with bony union
showed higher serum NO,
TGFB1, VEGF and BMP-2
leves (p 0.05) at 1 month after
treatment vs persistent non
union

Wang et al 2009
47

OPG and RANK
(serum simples)

Transversal study

Union and non unién long bones

n=14 union (1 month control after

fracture)

n=18 union (6 month control after

unién diagnosis)
n=18 non unidn (control after
diagnosis of non unién)

OPG : Significant diferences
between groups (p<0,001)
RANK: no significant
diferences

Marchelli et al 2009 (48)

M-CSF
(serum samples)

Case Control
Delayed or non union long bones
9 non union vs 9 union

No significant differences at
anytime

Sarahrudi et al 2010
(49)

TRACP 5b, CTX
(serum samples)

Case Control
Non union long bone
15 Non unions vs 15 unions

Significant differences in
relative values TRACP 5b at
week 4 and 8. No significant

differences in absolute values.

Moghaddam et al 2011
(50)

TGFB1
(serum samples)

Case Control
Delayed union long bones
9 non union vs 9 union

No significant differences at
anytime

Sarahrudi et al 2011
(51)

FGF-2
(serum samples)

Case series
88 children undergoing surgical
treatment for orthopaedic
conditions

Lower FGF-2 serum levels
were observed preoperatively
in patients who did not heal
after surgery

22

Granchi et al 2013
(52)



TGF-B1 y otras moléculas como biomarcadores de consolidacién 6sea en pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos

In normal healing group
(n=87), the mean values of
serum ALP were significantly
ALP Case series higher than that of impaired
(serum samples) n=95 healing group. In non-union
group (n=8), the mean serum
ALP levels remained within
normal limits throughout the
entire follow-up

Ajai et al. 2013
(33)

Transversal study
Union/Delayed union long bones
n=34 union
BMP-2,-4,-6,-7,-9 n= 31 delayed unién No significant differences
samples of all patients were
collected 5 years after bone healing

Baardewijk et al 2013
(54)

TBRIII: Type Il TGF-B receptor; TGF-IGH3: TGF-beta induced gene-h3; TGF-B1: Transforming Growth Factor Beta 1; CTX: Type
| collagen C-terminal telopeptide; PYR: Pyridoline; DPD: Deoxypyridinoline; OC Nmid: N-mid portion of Osteocalcin; VEGF:
Vascular endothelial growth factor; FGF 23: Fibroblast Growth Factor 23; BMP-2-4-6-7-9: Morphogenetic bone protein 2-4-6-7-9 ;
M-CSF: Macrophage colony stimulating factor; TRACP 5b: Tartrate-resistant acid phosphatase 5b; FGF-2: Fibroblast Growth Factor
2. ALP: Alkaline Phospathase OPG: Osteoprotegerin. RANK: Receptor Activator Nuclear Factor Kb. NO: Nitric Oxid

Tabla Ill. Se muestran los estudios en humanos realizados que evallan diferentes biomarcadores de consolidacion
6sea . Fuente: Chaverri, D (23). Ver apéndice |

Moghaddam et al estudiaron los niveles séricos de Tratrate-resistant acid phosphatase 5b
(TRACP 5b) y C-terminal cross-linking telopeptide type | (CTX), marcadores de actividad
osteclastica, en 15 pacientes con retardo de consolidacion en huesos largos, cruzandolos con
otros 15 pacientes que consolidaron de manera normal. Observaron niveles menores
estadisticamente significativos en la semana 1 para el CTX (valores absolutos) y en la semana 4

y 8 para el TRACP 5 (valores relativos: porcentajes) (50).

En estudios similares al anterior Sarahrudi et al (45)(49) no encontraron diferencias significativas
para Vascular endothelial growth factor (VEGF) y Macrophage colony stimulating factor M-
CSF al cruzar los resultados de estos biomarcadores de 11 pacientes con fracturas de huesos

largos que no consolidaron frente a otros que si lo hicieron.

Granchi et al evaluaron el Fibroblast growth factors-2 (FGF-2) en 88 nifios sometidos a
tratamientos quirtrgicos ortopédicos hallando menores niveles FGF-2 en aquellos nifios que no
consolidaron tras la cirugia (52).

Goebel et al mostraron elevaciones de Fibroblast growth factors-23 (FGF-23) mayores a 3 veces

el tercer dia post cirugia en pacientes con aflojamiento aséptico tras implantacidn de una protesis
total cadera (46).
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Ajai et al (53) demostraron como en 87 casos de fracturas diafisarias de fémur y tibia tratados
conservadoramente, de los cuales 8 no consolidaron, los niveles de fosfatasa alkalina (ALP) eran
mas elevados en el grupo con evolucidn favorable en especial a las 3 semanas de iniciado el

tratamiento de la fractura.

Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF) se trata de un factor de crecimiento encargado
de regular la actividad osteoclastica y diferenciacion de osteoclastos. Sarahrudi (47) estudié este
mediador celular en 9 pacientes con retraso o0 ausencia de consolidacion frente a otros 9 casos
consolidados tras recibir tratamiento quirGrgico ambos grupos, no encontrando diferencias

significativas en ningun punto del tiempo estudiado.

Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1) es hoy en dia el biomarcador de consolidacion
dsea mas estudiado en humanos. Se trata de una proteina reguladora, perteneciente a la familia
TGF-B implicada en la remodelacion y consolidacion dsea. Se ha observado que juega un rol muy
importante en la proliferacion y diferenciacion de las células mesenquimales, en la produccién de
matriz extracelular, la formacién de cartilago, asi como en la quimiotaxis de células dseas (55).
Segun Zimmerman la expresion de TGF-B1 comenzaria con la liberacién del mismo por parte de
las plaquetas implicadas en el hematoma de la fractura y los incipientes osteoblastos que se
generan en la zona lo que da lugar a una elevacion sérica del biomarcador hasta la semana 2 post
fractura. Posteriormente sobreviene un descenso hasta alcanzar unas cifras valle a las 4 - 8
semanas, aumentando los niveles a partir de las 12 semanas hasta la semana 24 coincidiendo
este segundo pico con la fase de remodelacién y el aumento propio de la actividad osteoblastica

de este periodo (42).

Zimmerman et al (42)(43) han estudiado el comportamiento sérico del biomarcador TGF-B1 en
retardos de consolidacion en fracturas de huesos largos observando diferencias estadisticamente
significativas de TGF-B1 a las 4, 8 y 12 semanas al comparar en 2 estudios 1 grupo de 10 y 15
pacientes en retardo de consolidacion frente a un grupo de 10 y 15 pacientes con consolidacion
normal. Dichos autores consideran que este factor de crecimiento podria usarse como un
marcador predictivo de retardo de consolidacion si se confirman estos resultados con estudios con
mayor nimero de pacientes, hipotetizando la cifra de 45ng/ml séricos de TGFB-1 a las 4 semanas

como punto de corte.
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Posteriormente Sarahrudi et al (51) demostraron en una estudio similar a los anteriores con una n
de 20 pacientes (10 pacientes por brazo) no encontrar diferencias significativas en la expresion

sérica de TGFB-1, lo que muestra la necesidad de mas estudios para generar datos sélidos.

Wang et al (47) analizaron en un grupo 12 pacientes con pseudoartrosis (hipertroficas/ atréficas)
de huesos largos (fémur y tibia) los niveles séricos de NO, TGF-B1, VEGF y BMP-2 al dia, al mes,
alos 3y alos 6 meses de haber sido sometidos a terapia de ondas de choque. Los pacientes que
consolidaron (9 casos) mostraron mayores niveles de TGF-B1, VEGF, NO y BMP-2 al mes de

tratamiento frente a aquellos que no consolidaron (3 casos).

1.7.:Por qué TGF-B1?

TGF-B es una de las diferentes proteinas secretadas para estimular el crecimiento y la replicacion
celular. Se han descrito tres isoformas: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 que presentan entre un 60-
80% de homologia entre ellas. Se les ha relacionado de manera genérica con la estimulacion de

la replicacion celular, la formacion de cartilago y hueso, asi como de la formacion de fibrosis. (55)

La mayor fuente de TGF-B1 se encuentra en las plaquetas, consideradas el mayor reservorio del
organismo con una concentracion 100 veces mayor que en otros tejidos. Ademas de en las
plaquetas, el hueso es la siguiente ubicacién con mayor concentracion de TGF-B1. Se ha

localizado también en menor cantidad en otros tejidos como miocitos cardiacos y en hepatocitos.

Se sabe por diferentes estudios in vitro y en animales que la presencia de TGF-B en su estado
latente, incrementa la actividad catalitica de enzima proteoliticas (las denominadas “matrix metallo-
proteases” (MMPs)) y favorece la mineralizacion del cartilago de crecimiento. Por el contrario, la
presencia activa de cualquiera de las tres isoformas, pero en especial de TGF-B1y TGF-B2, tienen
un efecto anabdlico, regulando la condrogénesis y osteogénesis al activar la replicacion y
expresion génica de células productoras de proteinas de matriz extracelular (proteoglicanos).

Igualmente se han observado efectos inductores de la angiogénesis para TGF-B1 (55).
Se ha demostrado que en el cdmputo global de TGF-B encontrado en plasma, la mayor parte del

mismo corresponde a la isoforma TGF-B1, mientras que TGF-B2 y TGF-B3 se encuentran en

cantidades inferiores al 5% del total (56).
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Ademas de analizar las bases de datos tradicionales, nuestro grupo realiz6 recientemente un
estudio in silico, utilizando la base de datos UniGene de la NCBI (National Center of Biotechnology

Information) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/unigene). El objetivo fue evidenciar las diferencias en

cuanto a expresidn génica que presenta una célula madre mesenquimal de medula ésea frente a
una célula 6sea diferenciada como es el osteblasto. Tras realizar el analisis encontramos 28 genes
diferenciadores. Al refinar la bisqueda y ver cuéles de ellos estaban implicados en el proceso
bioldgico de consolidacion 6sea, codificando ademés proteinas extracelulares y ser estas
susceptibles de analizarse por enzima-inmunoanalisis (ELISA) e ensayo luminométrico multiple
(Multiplex) obtuvimos unicamente 3 genes: FN1 (codificador de Fibronectina 1), SPARC
(codificador de osteonectina) y TGF-B1 (codificador de TGF-B1). Estos hallazgos ratificaron la

influencia de la molécula TGF-B1 en el proceso de consolidacion dsea.

GEN FN1 TGF-B1 SPARC

Que codifica Fibronectina | TGF-B1 Osteonectina

-Adhesion celular

-Migracion celular -Proliferacion y - Implicado en la calcificacion
) diferenciacion de
Patologias / -Cicatrizacion heridas osteoblastos - Promueve la formacion de
Mecanismos matriz extracellular
relacionados -Compactacion -Remodelacion osea
osteblastos - Promotor de cambios en la
-Formacién ésea morfologia cellular.
-Mineralizacion
osteoblasto
ELISA Si Si Si
(plasma)
Multiplex Si Si S
(plasma)

Tabla IV; Muestra los 3 genes obtenidos tras el analisis in silico llevado a cabo en la base de datos UniGene.

Se ha observado en estudios histologicos como la menor expresion de TGF-B1 esta asociada a
una menor capacidad de reparacién 6sea, llegandose a preconizar la posibilidad de la aplicacion
exogena de TGF-B1 en pacientes afectos de osteonecrosis de cabeza femoral como tratamiento

de dicha patologia (57).

Por ultimo, mencionar que dada la creciente expectativa que se ha despertado entorno a TGF-B1
como biomarcador de consolidacion 6sea, se ha estudiado también la influencia que podrian tener
variables como la edad, el sexo, el habito tabaquico, el consumo de alcohol y la diabetes mellitus
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en la expresion de TGF-B1 durante el proceso de consolidacion 6sea. Asi, Kaiser et al, estudiaron
en una muestra de 51 pacientes afectos de fracturas de huesos largos y tratados quirirgicamente,
la influencia de las variables antes mencionadas en la expresion de TGF-B1 observando una
menor produccién de TGF-B1 con diferencias significativas tanto en pacientes diabéticos, como
en fumadores a las 6 y 8 semanas fundamentalmente. La edad, el consumo de alcohol y el sexo
no mostraron diferencias significativas a lo largo de toda la curva de seguimiento, excepto a los 6

meses post fractura. (58)

Se ha evaluado también la influencia del uso de las heparinas de bajo peso molecular en los
niveles de TGF-B1. Sarahrudi et al (59) demostraron in vivo como no parece haber diferencias
significativas en los valores séricos de TGFB1, M-CSF y VEGF en 76 pacientes con fracturas de
huesos largos tratados con enoxaparina tras tratamiento quirirgico vs 5 pacientes que no
recibieron anticoagulacién. Unicamente parece haber diferencias significativas al mes 12 de
tratamiento, aunque con una n tan pequefia (5 pacientes en el grupo a estudio) es dificil sacar

conclusiones relevantes.

1.8. Obtencién de TGF-B1 y la influencia del manejo de la muestra

El principal reservorio de TGF-B1 en el cuerpo humano se halla en las plaquetas, encontrandose
en niveles de 40 a 100 veces mas altos que en otros tejidos del cuerpo humano (60). La activacion
0 degranulacion de las plaquetas durante el procesado de las muestras puede conllevar a la
alteracién de los niveles de TGF-B1 invalidando los resultados obtenidos (61). La no uniformidad
existente a la hora de manejar las muestras para el analisis de este biomarcador ha llevado a
cuestionar los resultados de algunas publicaciones cientificas. Ante esta situacion, Zhao et al (62)
evaluaron en el afio 2012 la influencia de diferentes factores como la temperatura, el tipo de
muestra (suero o plasma) y la fuerza de centrifugacion en los niveles de TGF-B1 obtenidos,
concluyendo que la metodologia éptima para medir el TGF-B1 circulante deberia ser: “el uso de
plasma obtenido por alta centrifugacion de manera inmediata a la obtencion de la muestra
sanquinea o conservando la misma en frio durante el mas corto periodo de tiempo posible previa

a la centrifugacion” .

Segun los trabajos de Zhao et al (62) deberiamos seguir las siguientes recomendaciones de buena
practica:

- Uso de tubos recolectores con anticoagulante 1,6mg EDTA/m.
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- Fuerzas de centrifugacién inferiores a 2.500g serian insuficientes. Se recomiendan
tiempos de centrifugado totales de 30 minutos a 4°C. Como alternativa, para muestras que
hayan sido sometidas a menor fuerza de centrifugacion o tiempo de centrifugado, seria
necesario realizar un segundo centrifugado a 10000 g durante 15 minutos para conseguir
los mismos resultados.

- Almacenamientos superiores a 5 minutos a temperatura ambiente entre la extraccion de
la muestra y el proceso de centrifugado y congelacién influyen negativamente falseando
los resultados. Se aconseja una vez extraida las muestras enfriarla en hielo durante al
menos 5 minutos previo al centrifugado.

- Almacenamiento de la muestra a -80°C en caso de analizarse a largo plazo

posteriormente.

Los estudios que han analizado TGF-B1 como biomarcador de consolidacion 6sea hasta hoy dia
son previos a la elaboracién de las recomendaciones de Zhao et al en el afio 2012. Por tanto, no
se puede garantizar que los resultados de dichos estudios no hayan podido verse alterados por

un incorrecto manejo y procesado de la muestra.
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La consolidacién 6sea es un proceso altamente especializado que combina factores bioldgicos y
biomecanicos. En cuanto a estos ultimos la localizacién de la fractura, el defecto o gap entre ambos
extremos de la fractura a rellenar, el tipo de tratamiento y la estabilidad que genere este seran
determinantes en la curacion o no de la misma. Es bien conocido que déficits en la vascularizacién,
dafios neurologicos, alteraciones en las partes blandas, asi como la infecciéon son elementos
determinantes en el éxito o fracaso del proceso. Se sabe también, y se han enumerado
previamente, diversos factores de riesgo que contribuyen negativamente en la evolucion hacia la
curaciéon (7)(8). Sin embargo, existen pacientes que a pesar de contar con una correcta
estabilizacion de la fractura y no presentar ninguno de los elementos o factores de riesgo antes

mencionados no son capaces de llegar a la consolidacion completa.

Aunque con poca precision, se sabe que la concatenacion de procesos biologicos que llevan a la
consolidacion désea estd controlada y regulada por diversos elementos moleculares como
citoquinas, factores de crecimiento, factores angiogénicos y enzimas proteoliticas secretados tanto
anivel local y con reflejo sistémico, como a nivel sistémico y con accién local. Cualquier alteracion
en la armonia y equilibrio de estos llevara a la ausencia o déficit de generacién dsea (36). Nuestra
hipdtesis de trabajo se halla en este terreno y en poder detectar precozmente alteraciones en esa
armonia o equilibrio antes mencionada que nos permita predecir cuando la consolidacion 6sea se

llevara a cabo o no.

El uso de una molécula o biomarcador para detectar a aquellos pacientes en riesgo de desarrollar
un retraso o déficit de consolidacion 6sea nos ayudaria a poder actuar precozmente e instaurar

medidas especiales para prevenirla.

TGF-B1 emerge como una de las moléculas a priori a tener mas en cuenta como candidato a

actuar como biomarcador.

Los estudios realizados hasta la fecha que analizan el comportamiento de la molécula TGF-B1
evaluan los niveles de dicho biomarcador desde el momento en que se produce la fractura hasta
el desarrollo del retardo de la consolidacion o de la pseudoartrosis. Existe inicamente un estudio

en pseudoartrosis que evalue el comportamiento de TGF-B1 una vez instaurado un tratamiento
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para la misma, las ondas de choque (47). No existe ningun estudio realizado en esta linea tras el
tratamiento quirurgico de esta patologia. Nuestra propuesta pretende avanzar en el conocimiento
de este biomarcador, partiendo del momento cronolégico de la pseudoartrosis instaurada, y
buscando analizar el comportamiento del biomarcador una vez que ponemos en marcha un plan
terapéutico quirargico (injerto cresta iliaca / XCEL-MT-OSTEO-ALPHA®).
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El objetivo principal es determinar los niveles séricos de los biomarcadores TGF-B1 y TGF-B2
en un grupo de pacientes diagnosticados de pseudoartrosis no hipertrofica de huesos largos, y

analizar su comportamiento en el tiempo hasta los 12 meses post tratamiento.

Como objetivos secundarios se pretende valorar:
a) Si existen diferencias en los niveles de dichos biomarcadores en funcion de si se
alcanza la consolidacion 6sea o no.
b) Si existen diferencias en los niveles de dichos biomarcadores en funcion del
tratamiento asignado.
c) SiTGF-B1y TGF-B2 pueden ser biomarcadores que permitan la deteccion precoz del

fallo en la consolidacion ésea.
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Para el objetivo principal

Segun lo analizado en la literatura cabria esperar un aumento de los niveles de TGF-B1 en las
primeras 4-8 semanas para después disminuir sus niveles y volver a incrementarse los valores a
partir de las 12 semanas de instaurado el tratamiento.

Es una incognita el comportamiento de TGF-B2 ya que nunca se ha estudiado en trabajos de
naturaleza similar al que proponemos. Cabe esperar que tenga un comportamiento parecido a
TGF-B1.

Para los objetivos secundarios
Dado que tanto TGF-B1 como TGF-B2 son factores de crecimiento relacionados con la formacion
de hueso, el aumento de los niveles de ambos deberia ir emparejado a un aumento de la
regeneracion 6sea. Por lo tanto:
Para objetivo secundario a)

e HO: No existe relacion entre el aumento de los niveles séricos de TGF-B1y TGF-B2 y la

consolidacion dsea en los pacientes a estudio.
e H1: Existe relacién entre el aumento de los niveles séricos de TGF-B1y TGF-B2 y la

consolidacion dsea en los pacientes a estudio.
Para objetivo secundario b)

e HO: No existe relacién entre el aumento de los niveles séricos de TGF-B1y TGF-B2 y el
tipo de tratamiento aplicado en los pacientes a estudio.
e H1: Existe relacion entre el aumento de los niveles séricos de TGF-B1y TGF-B2 y el tipo

de tratamiento aplicado en los pacientes a estudio.
Para objetivo secundario c)

e HO: No existen diferencias significativas entre los niveles séricos de TGF-B1 y TGF-B2
antes de los 6 primeros meses de seguimiento
e H1: Existen diferencias significativas entre los niveles séricos de TGF-B1y TGF-B2 antes

de los 6 primeros meses de seguimiento
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5.1. Diseno del estudio

Se trata de un estudio piloto prospectivo exploratorio que analiza una cohorte de pacientes
incluidos en el ensayo clinico N° EudraCT 2013-005025-23. El estudio se llevd a cabo en las
instalaciones del Hospital Asepeyo Sant Cugat que fue el hospital donde se trataron a los
pacientes, y en el Banc de Sang i Teixits (BST) lugar donde se almacenaron y analizaron las

muestras, entre los afios 2014 a 2019.

Dado que la muestra obtenida del reclutamiento del ensayo clinico N° EudraCT 2013-005025-23
es una muestra homogénea y seleccionada a priori de pacientes diagnosticados de pseudoartrosis
no hipertréfica de huesos largos; hemos considerado ideal esta cohorte para seguirla en el tiempo
y determinar el comportamiento de los biomarcadores TGF-B1y TGF-B2 en la regeneracion 6sea

en una poblacion afecta de esta patologia.

El ensayo clinico N° EudraCT 2013-005025-23 se trata de un ensayo clinico, prospectivo,
unicéntrico, abierto con evaluacion ciega de resultados, aleatorizado y de dosis-unica en el que se
seleccionaron 20 pacientes de 18 a 65 afios de edad afectados de pseudoartrosis no hipertréfica
metafisodiafisaria adquirida de huesos largos. Estos pacientes se aleatorizaron en un disefio 1:1
a uno de los 2 tratamientos de estudio. Tratamiento A (experimental): estabilizacién mecanica si
precisa asociada XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® (células madre mesenquimales autdlogas
expandidas ex vivo y colonizadas en matriz esponjosa 6sea alogénica procedente de banco de
tejidos); tratamiento B (control): estabilizacion mecanica si precisa asociada a injerto autélogo de
cresta iliaca (patrén de referencia actual) (Ver Figuras 4 y 5). Tras la aplicacidn del tratamiento se
siguieron a los pacientes por un periodo de 12 meses durante el cual se practicaron radiografias
de control (Rx) mensuales hasta los 6 meses y posteriormente a los 9 y 12 meses, y Tomografia
computarizada (TC) a los 6 y 12 meses. Ademds, se uso el cuestionario de calidad de vida

EUROQOL-5D alos 1, 3, 6,9 y 12 meses, y se hicieron analiticas de control a los 1,6y 12 meses.

El tratamiento quirtrgico en todos los casos fue llevado a cabo por el mismo equipo de 3
especialistas en cirugia ortopédica y traumatologia.
Todos los pacientes recibieron el mismo protocolo post operatorio analgésico consistente en:
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- Primeras 48 horas post intervencion quirrgica: infusion continua mediante bomba
analgésica elastomérica a 2ml / hora de ketorolaco 30mg (6 ampollas) y tramadol 100mg
(8 ampollas). Rescates analgésicos con Paracetamol 1g endovenoso cada 8 horas si
dolor.

- A las 48 horas post intervencion quirurgica: tratamiento via oral administrandose el
siguiente protocolo: Dexketoprofeno 25mg 1comp cada 8 horas, Paracetamol 1g 1comp

cada 8 horas, Tramadol 50mg 1comp cada 8 horas si dolor.

Todos los sujetos intervenidos de pseudoartrosis en miembros inferiores recibieron profilaxis
antitrombdtica con Enoxaparina 40mg 1 inyeccion cada 24h que se inici6 al dia siguiente de la

cirugia.

Figura 4: Paciente n° 2 del ensayo clinico N° EudraCT 2013-005025-23 asignado al grupo experimental. 1) Se trata
de un varon de 47 afios afecto de pseudoartrosis no hipertrofica diafisaria de himero con clavo endomedular
retrégrado diagnosticado por TC a los 9 meses tras la fractura. 2) Fue tratado mediante retirada de clavo endomedular,
legrado del foco de pseudoartrosis y aporte de XCEL-MT-OSTEO-ALPHA®. Imagen intraoperatoria del foco de
pseudoartrosis ya legrado y la aplicacion en el mismo de los cubos de matriz 6sea colonizada con células madre
mesenquimales expandidas del propio paciente. 3) Re-osteosintesis con placa lateral de humero distal. Fuente propia:
Daniel Chaverri
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Figura 5: Paciente n° 7 del ensayo clinico N° EudraCT 2013-005025-23 asignado al grupo control. 1) Se trata de una
mujer de 44 afios afecta de pseudoartrosis no hipertréfica de fémur con placa diagnosticado por TC a los 9 meses
tras la fractura. 2) Fue tratada mediante retirada de la placa, legrado del foco de pseudoartrosis y aporte de injerto
6seo autdlogo obtenido de cresta iliaca. Imagen intraoperatoria del foco de pseudoartrosis ya legrado y la aplicacion
en el mismo de los chips de esponjosa de la cresta iliaca del propio paciente. 3) Re-osteosintesis con placa lateral
especifica de fémur distal. Fuente propia: Daniel Chaverri.

Para la realizacion de nuestro estudio se realizaron analiticas adicionales para el anélisis de los
biomarcadores TGF-B1y TGF-B2 a la: inclusion al estudio, 1semana, 2 semanas, 1, 2, 3,6 y 12
meses post intervencion quirurgica (Figura 6).

Los pacientes finalizaron la participacion en el estudio a los 12 meses de seguimiento.

5.2. Esquema

Tratamiento A

VMO 1Q V1 v2 V3 V4 V5 V7 ve

Ve

| |

| |
SOED- = - ©

| |

I I

Ve 8

Aleatorizacion i

Heja de
informacién  Screening

Firma CI

V7 Vi

Tratamiento B

Figura 6: Se muestra el esquema del Ensayo Clinico. Los circulos rojos indican los momentos cronologicos en que se
tomaron muestras sanguineas para analizar los biomarcadores a estudio. Inc: Inclusién. 1s: 1semanas. 2s: 2semanas.
1m: 1mes. 2m: 2meses. 3m: 3meses. 6m: 6meses. 12m: 12meses.
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5.3 Cronograma

R Pruebas .
ESQUEMA Pre- | Eligibilidad | " * | Aspirado 1Q y Sequimiento
Inclu- Inclusion MO
sién (Basales)
T oilppe | VI [ V2 [ VB [ W ][ W[ W[V ]| B
PROGRAMA de VISITAS Screening 1s 2 (Do+ | (DO+ | (DO+ Do+ Do+ oo+ | Do+ Do+
im) | 2m) 3m) 4m) 5m) 6m) 9m 12m)
I . X
Clasificacidn Pseudoartrosis . X
(fevison)
Hoja informacion X
Consentimiento Informado Fimma
Historia Clinica X
Datos demograficos X
Exploracion Fisica y X X X X X
constantes vitales
Analitjcg Control (hemograma y X X X X
bioquimica)
Analitica TGF-B1 / TGF-B2 X X X X X X X X
Serologia X
Test de embarazo X X X
(si procede) (sangre) (orina) (sangre)
Criterios de inclusion/Exclusion X
Aleatorizacion X
EUROQOL-5D X X X X X X
Rx X X X X X X X X
TC X X
Pruebas preoperatorias X
Aspirado de MO X
Intervencion Quirargica X
XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® X
Acontecimientos Adversos < >

Figura 7: Cronograma del ensayo clinico donde se resalta los momentos clave para la obtencidn de nuestras variables
a estudio. En amarillo puntos en el tiempo de recogida de biomarcadores. En verde los momentos de evaluacion
radiolégica. V1-8 : visita 1-8. 1s: 1 semana. 2s: 2 semanas. 1m-12m: 1mes-12mes. DO : Dia 0 o dia de la intervencion
quirargica. MO: medula ésea. 1Q: intervencion quirdrgica.

46




TGF-B1 y otras moléculas como biomarcadores de consolidacién 6sea en pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos

5.5. Tamaino muestral

Nuestra investigacion se trata de un estudio piloto, no se realizd calculo de tamafio muestral previo.
Nos basamos en los pacientes incluidos en el ensayo clinico aleatorizado fase lla N° EudraCT
2013-005025-23. El tamafio muestral en dicho ensayo se establecié en 20 pacientes siendo esta

nuestra cohorte a estudio.

5.6. Criterios inclusion/exclusion

5.6.1 Criterios de inclusion

1. Pacientes de 18 a 65 arios de edad.

2. Pseudoartrosis atrofica o hipotréfica diafisaria, metafisaria 0 metafisodiafisaria adquirida
de huesos largos confirmada radiologicamente por TC a los 9 meses.

3 Consentimiento Informado por escrito del paciente.

4 El paciente es capaz de entender la naturaleza del estudio.

5.6.2 Criterios de exclusién

1. Sospecha de proceso séptico activo en la zona de pseudoartrosis diagnosticado por clinica
y analitica.

2. Pacientes que presenten serologia positiva frente a HIV (Anti-HIV I/ll-Ac), Hepatitis B
(HBsAg, HBcAc), Hepatitis C (Anti-HCV-Ac) o Lues (TP-Ac).

3. Analisis hematoldgicos y bioquimicos con alteraciones significativas que contraindiquen la

participacion en el estudio.

4, Mujeres embarazadas 0 mujeres sin cobertura anticonceptiva eficaz (*), y mujeres en
periodo de lactancia.

d. Fumador activo

6. Enfermedades congénitas 6seas (hipofosfatemia), enfermedad metabdlica 6sea asociada

con hipoparatiroidismo primario o secundario.

7. Diabetes mellitus mal controlada
8. Diagnéstico de enfermedad vascular periférica arterial.
9. Irradiacion terapéutica previa (5 afios anteriores) del hueso afectado.

10. Enfermedad neoplasica detectada en los Ultimos cinco afios o sin remision completa.
1. Paciente legalmente dependiente.
12. Participacidn simultanea en otro ensayo clinico o tratamiento con otro producto en fase de

Investigacion en los 30 dias previos a la inclusion en el estudio.
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13. Otras patologias o circunstancias que puedan comprometer la participacion del paciente
en el estudio segun criterio médico.

14. Negacion del paciente a ser seguido por un periodo que excede el ensayo clinico en si.

(*) Los métodos anticonceptivos eficaces que se contemplan en el protocolo son los hormonales,

el dispositivo intrauterino (DIU), los métodos de barrera y la esterilizacién voluntaria.
5.6.3 Criterios de retirada de los pacientes y procedimientos a seguir
Los pacientes pudieron abandonar el estudio en cualquier momento, sin tener que dar ninguna

explicacion.

Se contempld retirar los pacientes del estudio por los siguientes motivos:

1. Pacientes asignados al tratamiento A que presenten serologia positiva.

2. Presentar acontecimientos adversos que afectan la participacion en el estudio.

3. Deseo expreso de no continuar (retirada del consentimiento) por cualquier motivo.

4, Violacion del protocolo con desviacion significativa de los procedimientos especificos del
estudio.

5. Pérdida de seguimiento.

6. Aparicién de una enfermedad intercurrente clinicamente significativa que afecte a la

participacion en el estudio.

7. El investigador considera que es beneficioso para el paciente retirarlo del estudio.

5.7. Variables de analisis

Variable principal: Niveles plasmaticos de TGFB-1 y TGFB-2 medidos en pg/ml.

Variable secundaria: Consolidacion Osea radioldgica valorada mediante Tomografia
Computerizada (TC) a los 6 y 12 meses. El analisis de los resultados radiologicos ha sido llevado
a cabo por un médico especialista en radiodiagnéstico cegado que desconoce la identidad del
paciente y el tratamiento llevado a cabo con el mismo. La determinacion de consolidacion 6sea se
realizé6 mediante la aplicacion de la Tomographic Union Score (TUS) (30) (27). El punto de corte
para considerar consolidacion dsea fueron los 11puntos (minimo 4 puntos / méaximo 16 puntos).

A pesar de disponer de radiografias simples se descarté evaluar el resultado final mediante la

48



TGF-B1 y otras moléculas como biomarcadores de consolidacién 6sea en pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos

aplicacién de la Radiographic Union Score modificada debido a la distorsion que en la aplicacion

de la misma genera la existencia de material de osteosintesis en formato placa (28).

Ademas, se cuantifico la consolidacién 6sea del area de pseudoartrosis mediante la medicion de
Unidades Hounsfield estableciéndose un porcentaje global de regeneracion 6sea en la zona de

pseudoartrosis.

5.8. Métodos diagnédsticos y de evaluaciéon empleados

5.8.1 Diagnéstico de pseudoartrosis no hipertrofica
El diagnostico de la pseudoartrosis se realizd mediante radiologia simple y TC, clasificAndose la
pseudoartrosis por:
- Localizacion: metafisaria, diafisaria 0 metafisodiafisaria
- Anatomia del callo: atréfica o hipotréfica. Se excluyeron aquellos casos en que la anatomia
fue hipertréfica o en “pata de elefante”.
- Gravedad y evolucion: sin pérdida de sustancia dsea, con pérdida de sustancia 6sea <1
cm. Se excluyeron aquellos casos con defecto 6seo >1cm.

- Tiempo de evolucion desde la fractura, el cual debia ser superior a los 9 meses.

5.8.2 Evaluacion diagnéstica por la imagen

La evaluacion de la consolidacion 6sea por imagen se realizé mediante radiografia simple y TC.
- Radiografia (Rx) simple: anteroposterior y lateral, y oblicuas si se precisaran.

-TC Multicorte con 32 coronas x2 tubos con software para sustraccion digital y control de dosis.
Siemens Somatom Sensation 64. Software Syngo CT 2006%. Los pardmetros de adquisicion de
las imagenes de TC para minimizar los artefactos producidos por el material ortopédico metalico

son los siguientes:

Colimacion (mm) 64 x 0,625
Kilovoltaje pico 140
Miliamperaje/seg 275-500

Filtro de reconstruccion Partes blandas

Grosor de corte (mm) 203

Escala de tac expandida | Hasta 40.000 UH
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Datos recogidos en Rx a los 6 v 12 meses:

1) Posicionamiento y estado correcto del material de osteosintesis
2) Puntuacién en la Radiographic Union Score modificada (RUS) (27)
e RUS >0 =11 consolidacion dsea radioldgica.

e RUS < 11 ausencia de consolidacion dsea radiolégica

Evaluacion de la consolidacion 6sea por TC a los 6 v 12 meses:

1) Puntuacion en la Tomographic Unién Score (TUS):
La medicion se realizd observando las 4 corticales y se dio una puntuacién en funcion de la
presencia/ausencia y cantidad del callo éseo (Figura 8).
En funcion del resultado obtenido y basandonos en lo descrito por Perlepe et al (30) y Litrenta et
al (27) evaluamos de la siguiente forma:

e TUS >0 =11 consolidacién 6sea radiologica.

e TUS < 11 ausencia de consolidacion dsea radiolégica

Figura 8: Muestra la puntuacion en la escala RUS modificada y TUS segun la ausencia/presencia y cuantia del callo
6seo. 1) Linea de fractura visible y sin formacion de callo dsea. 2) Fractura con formacion de callo 6seo y linea de
fractura visible. 3) Puentes 6seos que unen los dos extremos, pero linea de fractura todavia visible. 4) Callo completo
sin visibilidad de la linea de fractura. Fuente: Leow et al 2016 (26)
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2) Cuantificacion de la regeneracion dsea

La medicion se realizd de la siguiente forma (Figura 9):

- Se utilizé una region 6sea de interés (ROI) lo mas pequefia posible (6-7 mm) para evitar el efecto
de “volumen parcial” y medir la densidad del area de consolidacién en Unidades Hounsfield (UH).
-Se tomaron medidas de la cortical normal, unos 4 ¢cm por arriba o debajo de la zona afectada:
éste es el valor de referencia “normal” para el paciente.

- Se tomaron mediciones en UH en el foco de pseudoartrosis en las areas de densidad intermedia
en cada uno de los cuatro cuadrantes: anterior, posterior, medial y lateral.

- Se cuantifico el porcentaje de consolidacién en cada uno de los cuadrantes respecto a la cortical
sana y se establecid un porcentaje de consolidacion global en funcion de la media de dichos
cuadrantes.

- Las mediciones se realizaron fuera de las zonas con artefacto debido a la presencia de material
metalico de osteosintesis.

-Se graficaron las areas de medicidn para poder compararlas con los estudios de control posterior.

Los resultados de la medicion de UH con el ROI, se expresan de la siguiente forma:

Para la cortical sana en el ROI seleccionado:
e Valor méximo en UH:
e Valor minimo en UH:
e Media de ambos valores en UH
e Desviacion Standard

o Area estudiada dentro del ROl medida en mm2

Para la region de pseudoartrosis en los ROI seleccionados en cada uno de los cuadrantes
(anterior / posterior / medial / lateral):

e  Valor méaximo en UH:

e  Valor minimo en UH:

e Media de ambos valores en UH:

e Desviacién Standard

e Area estudiada dentro del ROl medida en mm2

e % de consolidacién respecto a la cortical sana
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Para la region de pseudoartrosis en global:

e % global de consolidacion obtenido de la media de % de consolidacion de los 4

cuadrantes.

B, M, 48Y

53/1398
1157.8/1567.2
q.cm

10em » 10cm

Figura 9: Ejemplo de medicién en uno de los pacientes sometidos a estudio en TC a los 12 meses afecto de
pseudoartrosis atréfica diafisaria de himero tratada mediante recambio de material de osteosintesis y XCEL-MT-
OSTEO-ALPHA®. Imagen A) Plano sagital. El punto 0 ROI 1 se establece como punto de referencia en cortical sana.
Los puntos 0 ROIs 2 y 3 de las corticales anterior y posterior corresponden a los lugares donde se cuantifica la
regeneracion dsea. Imagen B) Plano coronal. Los puntos 0 ROIs 1y 2, de las corticales lateral y medial, corresponden
a los lugares donde se cuantifica la regeneracion dsea.

5.8.3 Evaluacion TGF-B1y TGF-B2

5.8.3.1 Obtencion, manejo y almacenamiento de la muestra

Todas las muestras se obtuvieron con el consentimiento informado del paciente (Ver Anexo ).

El protocolo para la obtencién, manejo y almacenamiento de la muestra se ajusté lo maximo
posible a las recomendaciones dadas por Zhao et al (62) minimizando asi los errores que podrian
derivarse de una incorrecta manipulacién de la muestra. Se extrajeron muestras sanguineas de
sangre periférica en los momentos cronoldgicos indicados en los apartados 5.2 y 5.3. Todas las

extracciones se realizaron por la mafiana con el paciente en ayunas.
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1) Obtencién mediante venoclisis de una muestra sanguinea periférica utilizando un tubo
recolector con anticoagulante (1.6mg EDTA/mL).

2) Enfriamiento de la muestra durante al menos 15 minutos en un Cool Transport Container que
debe estar previamente en congelador durante al menos 12h a -20°C (Ver Figura 10). La muestra
fue introducida en el Cool Transport Container inmediatamente después de la venoclisis.

3) Posteriormente se procedié a la centrifugacion de la muestra a 2500g durante 10 minutos. La
centrifugacion se realizo utilizando la centrifugadora modelo NAHITA 2690/s.

4) Tras la centrifugacion, se recogidé 1cc de la parte mas superficial (1/3 superior) del plasma
obtenido que es el que menor probabilidad tiene de contener unidades celulares, y se almacend
en un criotubo en congelador a -40°C provisionalmente.

5) Etiquetado del criotubo.

6) Posteriormente se traslado cada muestra al Banc de Sang i Teixits (BST) donde se almacené
en un ultracongelador a -80°C hasta el momento de su anélisis. La muestra se transport6 usando
la valija interna que tiene nuestro hospital con el BST utilizando una caja de poliespan con nieve

carbonica que garantiza una temperatura de -30°C.

Figura 10: Diversos momentos durante el manejo de la muestra sanguinea una vez extraida del paciente. 1)
Enfriamiento del tubo EDTA con la muestra sanguinea en el Cool Transporter 2) Centrifugacion de la muestra 3)
Imagen de la muestra ya centrifugada donde se observa la parte superior rica en plasma, la inferior rica en células la
media denominada “buffy coat’. Extraccion mediante pipeta de la capa mas superficial. 4) Obtencion y
almacenamiento del plasma en un criotubo 5) Transporte en caja de poliespan con nieve carbénica al Banc de Sang
i Teixits 6) Imagen de dos muestras etiquetadas en el momento de ser recibas en el BST previo criopreservacion.
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La extraccion, manipulacion y centrifugacion de la muestra fue llevada a cabo siempre por el mismo
equipo de personal de laboratorio de nuestro hospital que fue instruido previamente en el protocolo

a sequir.

Las muestras se trasladaron del Hospital Asepeyo Sant Cugat al Banc de Sang i Teixits utilizando

la valija interna semanal establecida entre ambas instituciones.

5.8.3.2 Andlisis de la muestra

Las muestras se analizaron mediante ensayo luminométrico mdltiple (Multiplex) usando la
tecnologia xMap Bio Plex Pro® TGF-B inmunoassay (Bio-Rad). Esta técnica se basa en la unién
a la molécula estudiada de 2 complejos de anticuerpos, uno de ellos unido a un bead magnético y
otro a una molécula de streptavidin-phycoerythrin que emite fluorescencia (Figura 11). El complejo
queda fijado por diferencia de cargas magnéticas a la base de las celdillas del kit y la fluorescencia
es medida por un citdmetro de flujo laser. Los datos extraidos son analizados por un procesador
digital que nos cuantificara la molécula a estudio existente en las muestras, en este caso TGF-B1

y B2 en pg/ml.

Biomarker
of Interest

‘ Streptavidin

.

f
Magnetic Bead Phycoerythrin
. Fluorescent
Capture Blotmyla_ated Reporter
Antibody Detection
Antibody

Figura 11. Ensayo luminométrico multiple (Multiplex) Se observa esquematicamente el complejo formado emisor de
fluorescencia y con carga magnética. Fuente: Instruction Manual of Bio-Plex Pro TGF-B Assay BIO RAD.

El analisis de todas las muestras se llevé a cabo en las instalaciones del BST. La totalidad de ellas
se analizaron por el mismo equipo de personas (un biotecnélogo del BST y el médico autor de
esta tesis) en el mismo periodo de tiempo (entre Diciembre de 2018 y Enero de 2019) para evitar
en lo posible sesgos en la medicion de resultados.
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Previo al analisis y tras la descongelacidn de las muestras se realizo una nueva centrifugacion de
estas a 100009 durante 15 minutos a 4°C. Las muestras se conservaron en hielo en todo momento.
Se utilizé el kit Bio-Plex Pro TGF-B Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) para el
andlisis de las 3 isoformas de TGF-B: B1, B2 y B3 usando el procesador Luminex 100IS analyzer
(Luminex Corp. Austin. TX, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El analisis de
datos se llevé a cabo con el software Bioplex Manager v6.1 (Bio-Rad Laboratories Inc.) (63) (64).

Ver Figura 12.

Figura 12: Diversos momentos del procedimiento de andlisis de las muestras. 1) Extraccion de las muestras de plasma
de los criotubos 2) Formacion de los complejos enzimainmunofluorescentes 3) Adhesion de los complejos a la placa
de analisis y procedimiento de los diversos lavados necesarios 4) Placa de analisis con 96 celdillas preparada para el
analisis 5) Laser citémetro de flujo y procesador digital emisor de los resultados finales.

5.9 Analisis estadistico

Se comprobaron la distribucion normal o no de cada una de las variables mediante el test Shapiro-
Wilk.

Para la comparacion en los diferentes momentos cronolégicos de los valores de TGF-B1 y TGF-

B2 entre los dos grupos a estudio (consolidacion / no consolidacién y XCEL/injerto cresta) se utilizé
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el test no paramétrico para muestras independientes U Mann-Whitney. Los datos fueron

presentados en medias +/- desviacion standard.

Para establecer la correlacion entre generacion dsea en base a % UH y los niveles de TGF-B1y
TGF-B2, asi como como la correlacion entre %UH y TUS a los 12 meses, se utiliz6 el test no

paramétrico para muestras independientes Rho-Spearman.

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el paquete estadistico SPSS 15.0 estableciéndose

un nivel de significacion de p< 0,05.

5.10 Aspectos éticos

Para el presente estudio se obtuvo la aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC
idcsalud a Catalunya) con codigo de protocolo XCEL-PSART-01 el dia 31 de Enero de 2014 (Ver

Anexo II).
Segun lo establecido, se han respetado los principios éticos de la Declaracién de Helsinki para las
investigaciones médicas en seres humanos adoptada por la 642 Asamblea de Fortaleza, Brasil

Octubre 2013.

Todos los pacientes accedieron a la realizacion del ensayo clinico y a la extraccién de muestras

sanguineas previa firma de consentimiento informado. (ver Anexo I).
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6.1 Descripcion de la muestra

En la siguiente tabla se describen las variables mas relevantes de cada sujeto a estudio.

Descripcion de los pacientes a estudio

N° | Sexo | Edad | Hueso | Clasificacion | Estado | Tratamiento Aporte Recambio
AO partes inicial bioldgico material
blandas

1 \Y 55 Hamero 12 Al OK Clavo Injerto No

2 \Y 47 Humero 12 Al OK Clavo XCEL Si: Placa
3 \Y 51 Fémur 33 A3 OK Placa XCEL Si: Clavo
4 \Y 40 Fémur 33C2 OK Placa Injerto Si: Clavo
5 \Y 36 Hamero 12 B2 OK Clavo XCEL No

6 \ 59 Cubito 2 U2A OK Placa Injerto No

7 M 44 Fémur 33 B2 OK Placa Injerto Si: Placa
8 \Y 42 Tibia 41 A2 OK Placa XCEL No

9 \Y 38 Humero 12 A3C OK Placa XCEL No

10 \Y 52 Tibia 42 A3B OK Placa Autoexclusion

11| Vv 44 Tibia 43 A2.3 OK Placa Injerto Si: Placa
12| V 55 Tibia 41C1 OK Placa Injerto Si: Placa
13 M 59 Humero 12 A2 OK Clavo Injerto Si: Clavo
14 \ 51 Tibia 42 C3 OK Clavo Injerto Si: Placa
5| V 24 Fémur 32 B2 OK Clavo XCEL No
16 M 47 Hamero 12 A3C OK Clavo XCEL No
17 \Y 50 Tibia 42 B2 OK Clavo Injerto No
18| V 42 Tibia 42 B2 OK Clavo XCEL No
19 \Y 60 Tibia 42 C2 OK Clavo XCEL Si: Clavo
20 \Y 62 Tibia 42 C2 OK Clavo Injerto Si: Placa

Tabla V Descripcion breve de los pacientes a estudio. V: Varon/M:Muijer. *Se muestra el tipo de fractura basandose
en la clasificacién de la AO Foundation (65). XCEL: XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® (células madre mesenquimales
autélogas expandidas ex vivo colonizadas en matriz esponjosa 6sea alogénica procedente de banco de tejidos).

Se obtuvo una muestra con 20 pacientes: 17 hombres (85%), 3 mujeres (15%), con una edad
media de 47,9 +/- 9,4 afios. El tratamiento inicial de la fractura fue mediante clavo endomedular
(EM) en el 55% de los casos y mediante placa de osteosintesis en el 45%. Resefiar que el paciente
n° 10, tras firmar consentimientos informados, rechazé participar en el estudio por lo que salié del
mismo y por tanto del analisis, no reponiéndose dicho paciente. Como tratamiento de la
pseudoartrosis en 10 casos se recambio el material (52,6%) y en 9 casos se mantuvo el implante
(47,4%). La decision de que aporte bioldgico utilizar fue asignado de manera aleatoria (segun
protocolo del ensayo clinico N°EudraCT 2013-005025-23) implantandose en 10 casos injerto
autologo de cresta iliaca (52,6%) y en 9 casos XCEL-MT-OSTEO-ALPHA ® (células madre

expandidas ex vivo del propio paciente) (47,4%).
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A priori podemos considerar la muestra globalmente como homogénea por el hecho de pertenecer

a un ensayo clinico aleatorizado con criterios de exclusion/inclusion muy restrictivos (fase lla).

Los pacientes de n° 4 y n° 8 salieron del estudio por presentar acontecimientos adversos, infeccion

en ambos casos. De esta forma nuestra n final para el anélisis de resultados fue de 17 pacientes.

6.2 Resultados radiolégicos

A continuacion, se expone en la tabla VI los resultados de la escala RUS y TUS alos 6 y 12 meses.
El criterio que se definié para dar como consolidacion radiologica es el de un TUS igual o mayor a
11 puntos en el mes 12. En la tabla se indican en verde las puntuaciones que se consideran
consolidacion segun la escala RUS y TUS y en rojo los no consolidados. En gris los pacientes que
salieron del estudio bien por decision propia o por acontecimientos adversos. Los pacientes 9y 14
no llegaron a completar el estudio por romperse el material de osteosintesis dada la no

consolidacion de la pseudoartrosis. Ambos casos si que se incluyeron para el analisis estadistico.

6 mes 12 mes

Paciente

W00 =D || &= || ra

Tabla VI: Muestra la puntuacién obtenida tras la aplicacién de la escala RUS y TUS a los 6 y 12 meses.
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6.3 Division de la muestra y analisis de resultados

Excluyendo del analisis los 2 pacientes que sufrieron acontecimientos adversos y el paciente que
se autoexcluy6 al inicio del estudio, se analizaron 17 pacientes. Esto implicaba un total de 136
muestras sanguineas. El porcentaje de valores perdidos del conjunto global de muestras
analizadas fue de un 3,67% (5 muestras), consiguiéndose una cumplimentacion y seguimiento del
96,3%.

6.3.1 Respuesta al objetivo secundario a) y c)

Se dividi6 la cohorte en 2 grupos segun criterios de consolidacién radiologica en base a la escala

TUS como muestra la tabla VII.

Se analizaron ambos grupos no encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en términos de edad, hueso afecto, tratamiento inicial, tipo de aporte bioldgico y
realizacion de cambio de material 0 no. Por lo que podemos dar a ambos grupos por homogéneos

y por tanto comparables.

Division de los pacientes en funcién de la consolidacion 6sea
N° | Sexo | Edad | Hueso | Clasificacién | Estado | Tratamiento Aporte Recambio
AO partes Inicial bioldgico material
blandas
1 \Y/ 55 Himero 12 Al OK Clavo Injerto No
& \% 51 Fémur 33 A3 OK Placa XCEL Si: Clavo
9 V 38 | Humero 12 A3C OK Placa XCEL No
12 \% 55 Tibia 41C1 OK Placa Injerto Si: Placa
14| V 51 Tibia 42 C3 OK Clavo Injerto Si: Placa
15| V 24 Fémur 32 B2 OK Clavo XCEL No
16 M 47 Hlmero 12 A3C OK Clavo XCEL No
18| V 42 Tibia 42 B2 OK Clavo XCEL No
2 V 47 Humero 12 Al OK Clavo XCEL Si: Placa
5 \% 36 Hdmero 12 B2 OK Clavo XCEL No
6 \% 59 Cubito 2 U2A OK Placa Injerto No
7 M 44 Fémur 33 B2 OK Placa Injerto Si: Placa
11 \ 44 Tibia 43 A2.3 OK Placa Injerto Si: Placa
13| M 59 Humero 12 A2 OK Clavo Injerto Si: Clavo
17 \% 50 Tibia 42 B2 OK Clavo Injerto No
19 \% 60 Tibia 42 C2 OK Clavo XCEL Si: Clavo
20 \% 55 Humero 12 A1 OK Clavo Injerto No

Tabla VII: Se muestran los pacientes sometidos a analisis final y divididos en funcién de la consolidacién radiol6gica
final medida por TUS. En rojo sin alcanzar la consolidacion. En verde los consolidados.
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Todas las variables analizadas siguen una distribuciéon normal excepto: TGF-B1_1s, TGF-B1_3m,
TGF-B1_6m, TGF-B2 1m, TGF-B2_12m. Debido a esto y a que nuestra n es inferior a 30 utilizamos

tests no paramétricos para nuestro analisis estadistico.

Se utilizé el test no paramétrico para muestras independientes U Mann-Whitney encontrandose
unicamente diferencias estadisticamente significativas en el mes 12 (p 0,005) para TGF-B1. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas para TGF-B2. Ver Figuras 13y 14.

Los valores medios totales de TGF-B1 en el grupo de consolidacion fueron de 17724+/-5728 pg/ml.

Los valores medios totales de TGF-B1 en el grupo de no consolidacion fueron de 13730+/-5873

pg/ml.
Los valores medios totales de TGF-B2 en el grupo de consolidacion fueron de 449,6+/-98,5 pg/ml.

Los valores medios totales de TGF-B2 en el grupo de no consolidacion fueron de 417+/-87 pg/ml

TGF-B1 vs Consolidacion RADIOLOGICA
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Figura 13: Gréfica que muestra las curvas de TGF-B1 medido en los diversos momentos cronoldgicos con la muestra
dividida en funcién de la consolidacion ésea. Los resultados se muestran en valores medios (pg/ml). Se muestran
barras de error.

* punto donde existen diferencias significativas entre los dos grupos.
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TGF-B2 vs Consolidacion Radiolégica

700,00 == P x -
Intervencion quirdrgica —Consolidacion

800,00 —MNo consolidacion

500,00 498,47

400,00
333,

300,00

Valores TGF-B2 (pg/ml)

200,00

100,00

Inclusion 1semana 2 semanas 1 mes 2 meses 3 meses 6 meses 12 meses

Tomas de muestras

Figura 14: Gréfica que muestra las curvas de TGF-B2 medido en los diversos momentos cronoldgicos con la muestra
dividida en funcién de la consolidacion ésea. Los resultados se muestran en valores medios (pg/ml). Se muestran
barras de error. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningun punto.

En la tabla VIII comparamos el resultado de la escala TUS con la regeneracién 6sea medida por
UH segun nuestro método descrito en el apartado 5.8.2. Se muestran en rojo los pacientes que la
escala TUS (<11) no da por consolidados. Se muestran en verde los sujetos que la tabla TUS
(=>11) da por consolidados. Todos los pacientes consolidados por la escala TUS han presentado
una regeneracion 6sea igual o superior al 50%, estableciéndose una correlacion lineal entre ambos
valores fuerte, Rho Spearman 0,961 (p 0,001).

Se analizo la asociacion entre generacion dsea en % UH y la correlacion que esta tiene con los
niveles de TGF-B1 y TGFB2 mediante el test estadistico Rho Spearman hallandose Unicamente
diferencias estadisticamente significativas en el mes 12 para TGF-B1: Rho Spearman 0,754 (p
0,02).

63



Daniel Chaverri Fierro

6.3.2 Respuesta al objetivo secundario b)

Correlacion TUS / %UH
N° pte TUS %UH Rho Spearman
1 6 19,07
2 14 59,45
3 6 10,87
5 16 67,70
6 16 92,75
7 12 49,97
9 . .
11 13 51,97 0,961
12 10 36,20 (p 0,001)
13 14 59,65
14 . .
15 10 44,60
16 7 33,37
17 11 58,75
18 10 46,75
19 11 59,22
20 14 66,77

Tabla VIII Correlacion TUS y cantidad de regeneracion osea.

Se dividio la cohorte en 2 grupos segun tratamiento aplicado XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® o Injerto

de cresta iliaca quedando de la siguiente manera (Tabla IX).

Division de los pacientes en funcion del tratamiento recibido
N° Sexo | Edad | Hueso | Clasificacion | Estado | Tratamiento Aporte Recambio
AO partes Inicial bioldgico material
blandas
2 \% 47 Humero 12 A1 OK Clavo EM XCEL Si: Placa
3 \% 51 Fémur 33 A3 OK Placa XCEL Si: Clavo
5 V 36 HUmero 12 B2 OK Clavo XCEL No
9 \% 38 HUmero 12 A3C OK Placa XCEL No
15 V 24 Fémur 32 B2 OK Clavo EM XCEL No
16 M 47 Hamero 12 A3C OK Clavo EM XCEL No
18 V 42 Tibia 42 B2 OK Clavo EM XCEL No
19 \% 60 Tibia 42 C2 OK Clavo EM XCEL Si: Clavo
1 \% 55 Humero 12 A1 OK Clavo EM Injerto No
6 \% 59 Cubito 2 U2A OK Placa Injerto No
7 M 44 Fémur 33 B2 OK Placa Injerto Si: Placa
11 \% 44 Tibia 43 A2.3 OK Placa Injerto Si: Placa
12 \% 55 Tibia 41C1 OK Placa Injerto Si: Placa
13 M 59 Humero 12 A2 OK Clavo EM Injerto Si: Clavo
14 \% 51 Tibia 42 C3 OK Clavo EM Injerto Si: Placa
17 \% 50 Tibia 42 B2 OK Clavo EM Injerto No
20 \% 62 Tibia 42 C2 OK Clavo EM Injerto Si: Placa

Tabla IX en que se muestran los pacientes sometidos a andlisis final y divididos en funcién de la asignacion a

tratamiento. En azul recibieron XCEL-MT-OSTEO-ALPHA®. En naranja recibieron injerto de cresta iliaca.
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Se analizaron ambos grupos no encontrandose diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en términos de hueso afecto, tratamiento inicial, tipo de aporte bioldgico y realizacion de
cambio de material 0 no. Si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a la distribucion por edad (p 0,048). Este dato lo creemos poco relevante dado que nos movemos
en una franja de edad de poblacién joven (18-65 afios) por lo que podemos dar a ambos grupos

por homogéneos y comparables.

Se utilizd el test no paramétrico para muestras independientes U Mann-Whitney. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para TGF-B1 y TGF-B2 en ninguno de los
puntos de analisis. Ver Figuras 15 y16.
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Figura 15: Gréfica que muestra las curvas de TGF-B1 medido en los diversos momentos cronoldgicos con la muestra
dividida en funcién del tipo de tratamiento previo realizado. Aporte biologico: XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® vs Injerto
de cresta iliaca. Los resultados se muestran en valores medios (pg/ml). Se muestran barras de error. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningun punto.
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TGF-B2 vs tipo de tratamiento
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Figura 16: Gréfica que muestra las curvas de TGF-B2 medido en los diversos momentos cronolégicos con la muestra
dividida en funcién del tipo de tratamiento previo realizado. Aporte bioldgico: XCEL-MT-OSTEO-ALPHA® vs Injerto
de cresta iliaca. Los resultados se muestran en valores medios (pg/ml). Se muestran barras de error. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningin punto.

6.3.3 Respuesta al objetivo principal. Descripcién de la
curva

Los resultados basales de la muestra son los siguientes:

Valor medio de TGF-B1 al momento de inclusion (con los 20 pacientes incluidos): 26.702,4 +/-
14537 pg/ml
Valor medio de TGF-B1 al momento de inclusion (con los 17 pacientes a estudio): 29.374,4 +/-
14039 pg/ml

Valor medio de TGF-B2 al momento de inclusion (con los 20 pacientes incluidos): 307,8 +/-83,1

Valor medio de TGF-B2 al momento de inclusion (con los 17 pacientes a estudio): 323,7 +/- 73,5
pg/ml.
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6.3.3.1 Curva descrita por TGF-B1

Destaca como los niveles mas altos de TGF-B1 son los iniciales tanto para el grupo de pacientes

que alcanzan la consolidacion como para los que no. Ver figura 13

En el grupo que alcanza la consolidacion observamos un descenso de manera significativa hasta
las 2 semanas después de haber sido sometido a intervencion quirdrgica (12539+/-6242pg/ml). A
partir de ese momento del tiempo los niveles de TGF-B1 ascienden progresivamente hasta

alcanzar niveles maximos de 17.203+/-4916 pg/ml en el mes 12 post 1Q.

En el grupo que no se alcanza la consolidacion el descenso es igualmente significativo hasta las
2 semanas (10803+/-5595 pg/ml), sin embargo, a partir de ese momento las cifras se mantienen
estables hasta el mes 3 (11969+/-4658 pg/ml). A partir del tercer mes se produce un descenso
hasta los 7716+/-3844pg/ml.

6.3.3.2 Curva descrita por TGF-B2

El comportamiento de TGF-B2 tanto en el grupo de pacientes que consolida como los que no es
muy similar. Los niveles a la inclusion son los mas bajos en todo el seguimiento. Describiendo una
linea ascendente hasta el mes 1y un estancamiento con ligero descenso hasta el mes 3. Del mes
3 al 6 se produce un descenso brusco de valores para crecer posteriormente hasta el mes 12. Es
en este punto donde hay un ascenso mas marcado en el grupo de consolidacion hasta alcanzar
los 498 +/-47 pg/ml frente a los 393+/-63 pg/ml del grupo no consolidacién, pero sin diferencias

significativas. Ver Figura 14.

6.3.3.3 Valores anadidos. Fosfatasa alcalina.

Dentro del ensayo clinico estaba previsto la realizacion de analiticas generales a todos los
pacientes a la inclusion, al mes, a los 6 meses y a los 12 meses post intervencidn quirurgica.
Hemos aprovechado esta situacion y que dentro de esas analiticas se evaluaba la molécula
alcalina fosfatasa, para extraer los datos de la misma y describir su comportamiento ya que podria
sernos relevante. Se sabe que la alcalina fosfatasa (ALP) es un marcador seroldgico derivado de
los osteoblastos y relacionado con la formacion dsea (53)(66).
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Se utilizd el test no paramétrico para muestras independientes U Mann-Whitney. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ALP en ningln de los puntos. Ver

Figura 17.

Alcalina Fosfatasa (ALP) vs Consolidacion Radiolégica
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Figura 17: Grafica que muestra las curvas de ALP medido en los diversos momentos cronolégicos con la muestra
dividida en funcién de la consolidacion dsea. Los resultados se muestran en valores medios (U/L). Se muestran barras
de error. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningin punto.
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7.1. Novedades, fortalezas y debilidades

La novedad de nuestro estudio radica en ser el primero que evalua el comportamiento de 2
biomarcadores como son el TGF-B1 y TGF-B2, en una patologia concreta como es la
pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos instaurada tras ser tratada quirtrgicamente. Otros
estudios previos realizados hasta la fecha han evaluado diferentes biomarcadores teniendo como
patologias a estudio principalmente fracturas (39)(42)(43)(50)(44)(45)(49)(51)(67)(53),
aflojamiento aséptico de artroplastias de cadera (46) y tratamientos quirtrgicos ortopédicos en
nifos (52). Existe un estudio donde se evaluan TGF-B1 y varios biomarcadores mas en
pseudoartrosis instauradas sometidas a tratamiento con ondas de choque (47), si bien combina
pseudoartrosis hipertréficas y no hipertroficas. Nuestra muestra es unicamente de pacientes
afectos de pseudoartrosis no hipertréfica. No diferenciar entre pseudoartrosis hipertrofica y no
hipertréfica es un elemento que creemos no puede pasarse por alto; ya que en las pseudoartrosis
hipertréficas el problema no es biolégico sino de estabilidad en el foco de fractura, mientras que
en las pseudoartrosis no hipertréficas el problema es de falta de biologia aparte de la ausencia o

no de estabilidad.

Si nos centramos en el biomarcador TGF-B1 vemos como se ha estudiado en cohortes de
pacientes afectos de fracturas de huesos largos (51)(42)(43) que evolucionan a pseudoartrosis.
Sarahrudi etal (51) incluye en su estudio pseudoartrosis hipertréficas y atréficas aunque finalmente

realiza un andlisis estadistico afiadido excluyendo las hipertréficas.

Otro de los puntos novedosos de nuestro estudio es que la muestra es seleccionada previamente
mediante criterios de inclusidn/exclusién estrictos que eliminan factores de riesgo que han
demostrado pueden influir en la consolidacion 6sea (habito tabaquico, diabetes, patologias de
base, edad) (58), consiguiendo una poblacién homogénea con pocas variables confusién. Si bien
el resto de estudios (42)(43)(47)(51) han intentado controlar estos factores en mayor o menor
medida no han puesto en practica unos criterios de exclusién tan estrictos como los nuestros

controlando el habito tabaquico, la diabetes y la edad.

Otra de las fortalezas de nuestra investigacion radica en el manejo y analisis de las muestras. El
estudio de Zhao et al (62) en el afio 2012, ha marcado un antes y un después en el analisis de

TGF-B1, evidenciando como un mal manejo de las muestras puede alterar los valores de manera
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significativa, pudiendo ser esto motivo de invalidacion o cuestionamiento de resultados de estudios
llevados a cabo con anterioridad. Todos los trabajos que hemos encontrado son previos al afo
2012 y no especifican detalladamente que manejo han hecho de la muestra. Nuestra investigacion
tiene en cuenta las recomendaciones de Zhao et al y por tanto podemos decir que nos ajustamos
a una buena préactica en el manejo de la muestra, dentro de los estandares requeridos. Sin duda
esto, da fuerza y legitima los valores obtenidos en nuestro analisis. Nuestros valores absolutos,
independientemente de la curva que describan, son mucho menores a los obtenidos en el resto
de estudios (Tabla X/ Figura 18). Esto se explica por el protocolo de manejo de la muestra seguido
en nuestro estudio, la temperatura y la centrifugacion son determinantes para evitar la
degranulacion de las plaquetas y la contaminacion de la muestra por TGF-B1 proveniente de las
mismas. Quizéa en los estudios previos no se tuvieron en cuenta de una manera tan reglada estos

factores de ahi que las cifras sean mas altas globalmente.

El hecho de utilizar técnicas de ensayo luminométrico multiple (Multiplex) frente a ELISA (enzima-
inmunoanalisis) no resta validez a nuestros resultados. Si bien el método ELISA es el mas
extendido y podria considerarse el “gold standard” para la medicion de citoquinas, factores de
crecimiento y otras moléculas; se ha demostrado que la tecnologia Multiplex presenta niveles
similares de sensibilidad y especificidad frente a ELISA (68)(69)(70). La tecnologia Multiplex
permite ademas analizar diferentes moléculas al mismo tiempo como hicimos en nuestro caso
(TGF-B1, TGF-B2), siendo ademas una técnica mas rapida y reproducible especialmente Uil

cuando se tiene escasas cantidades de muestra.

Es cierto, que una debilidad de nuestro estudio es nuestra escasa muestra (n=17). Sin embargo,
el resto de trabajos con los que nos comparamos adolecen de la misma debilidad (ver tablas Il 'y
X). Hemos de tener en cuenta que la patologia a estudio, la pseudoartrosis, es una patologia poco
prevalente (maxime en nuestro caso que nos centrabamos en la pseudoartrosis no hipertrofica con
criterios de inclusion muy restrictivos), por lo que conseguir una muestra de gran tamafio es
sumamente dificil. En nuestro caso el reclutamiento de pacientes ha sido lento, 4 afios. El disefio

de estudios multicéntricos podria ser una solucidn de cara a futuras investigaciones.

7.2 Valores y comportamiento de los biomarcadores

Nuestros valores basales medios de TGF-B1: 26.702,4 +/- 14537 pg/ml y TGF-B2: 307,8 +/-83,1
pg/ml en 20 pacientes afectos de pseudoartrosis no hipertréfica pueden considerarse los primeros
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descritos en la literatura. Es cierto que Wang et al (47) midieron niveles basales de TGF-B1 en
pacientes con pseudoartrosis cifrandolos en 46275 £ 11175 pg/ml; pero hemos de destacar que
este autor no diferencié entre pseudoartrosis hipertréficas y no hipertréficas. Su n es menor a la
nuestra, 12 sujetos; y el procesado y manejo de sus muestras no queda bien detallado. Ademas,
el estudio fue llevado a cabo en el afio 2009, previamente a que Zhao et al en el afio 2012 marcaran
los estandares para el manejo de las muestras de TGF-B1. Pensamos que esta es la razon por

la que sus cifras difieran tanto con las nuestras.

La curva que describe TGF-B1 en nuestro estudio, a priori, puede parecer diferente a las de los
otros dos estudios antes mencionados que describen este biomarcador, pero en el fondo creemos
que guarda ciertas similitudes (51) (42). No debemos olvidar que nuestro estudio comienza en el
momento cronoldgico en el que se diagnostica la pseudoartrosis, mientras que los otros dos
estudios finalizan en este momento. La vision que hemos de tener de TGF-B1 es el de una
molécula que nos traduce un proceso de formacion 6sea subyacente independiente a si lo hace
partiendo de un momento de fractura o a partir de un momento de pseudoartrosis instaurada. En
nuestra muestra los niveles mas altos de TGF-B1 se dan al inicio del estudio, momento en el que
el foco de pseudoartrosis se encuentra en ausencia de consolidacidn y con un patrén inflamatorio
elevado dada esta situacion y los continuos intentos fallidos de reparaciéon 6sea. Tras ser
sometidos los pacientes a intervencion quirurgica los valores de TGF-B1 descienden bruscamente,
lo cual creemos e interpretamos como l6gico, si tenemos en cuenta que al realizar el legrado 6seo
rompemos el estado de inflamacién crénica en la zona, que hipotetizamos podria ser uno de los

elementos causantes de esta situacion.

Si observamos las curvas de Sarahrudi y Zimmerman (51) (42) en la figura 18, a partir de la cuarta-
sexta semana los niveles de TGF-B1 parecen descender y estabilizarse para posteriormente, y
sobretodo en el caso de Sarahrudi a partir de los tres meses, experimentar una elevacion siendo
mayor esta en el grupo de los pacientes que consolidan. Tanto Zimmerman como Sarahrudi
atribuyen el ascenso inicial de las 2 primeras semanas al hematoma post-fractura y la liberacién
de TGF-B1 en la zona por parte de las plaquetas y la activacién de osteoblastos y condrocitos.
Sarahrudi atribuye la progresiva estabilizacion de TGF-B1 entre la 4 y 8 semanas a la estabilidad
aportada a la zona fracturada basandose en estudios previos (71)(72) . Posteriormente a los 3
meses segun este autor habria un ascenso de TGF-B1 secundario al inicio de la fase de

remodelacion dsea donde los osteoblastos expresan este factor de crecimiento.
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Si nos fijamos detenidamente y superponemos la curva que describe TGF-B1 en nuestro estudio
con la que se describe en el estudio de Sarahrudi a partir de la sexta semana, veremos que es
muy similar: descenso y estabilizacion y a partir del tercer mes aumento de TGF-B1 mas
pronunciado en los pacientes que consolidan (Figura 18). En nuestro caso al igual que Sarahrudi
creemos que el ascenso es debido a la remodelacion 6sea. Por tanto, aunque parezcan diferentes,
si tenemos en cuenta que en un caso partimos de fracturas (Sarahrudi / Zimmerman) y en otro de
pseudoartrosis instaurada (Chaverri), en el fondo el comportamiento del biomarcador es muy
similar traduciendo regeneracion 6sea. Los valores absolutos en efecto difieren, pero esto es
debido al manejo de la muestra que como hemos indicado mas arriba han sido manejadas con

protocolos diferentes.
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Figura 18: Cuadro comparativo con las 3 graficas que describen los valores en el tiempo de 3 estudios diferentes.
(42)(51)

Segun los datos que hemos obtenido podemos decir que TGF-B1 podria ser un indicador valido
para mostrar regeneracion 6sea. Observamos que en el grupo consolidacion los valores de TGF-

B1 siempre han sido mas altos, si bien unicamente, hemos encontrado diferencias significativas
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en el mes 12. Esto podria ser debido a que nuestro tamafio muestral es pequefio. Lo que no
podemos afirmar con los resultados que disponemos es que TGF-B1 sea un biomarcador para
detectar precozmente la ausencia de regeneracion 6sea. No encontramos diferencias
significativas hasta el mes 12. En nuestra opinidn, deberiamos encontrar significacién en los 6

primeros meses para poder actuar precozmente y tratar la situacion clinica de no consolidacion.

TGF-B2 no parece ser mejor biomarcador que TGF-B1 para detectar el riesgo de no consolidacion,
ya que si bien sus valores son mas altos en el grupo de consolidacién nunca lo hacen con la fuerza
suficiente para marcar significacion. Al contrario que TGF-B1, TGF-B2 muestra sus niveles mas
bajos al inicio del estudio, en la situacion de pseudoartrosis instaurada. No sabemos dar una
explicacidn a esta situacion. Se sabe que las 3 isoformas de TGF-B son esenciales en la formacion
dsea, si bien los patrones de expresion, asi como los tiempos de secrecion difieren y son una
incognita, sobretodo en lo que se refiere a humanos y mas aun si cabe en una situacion
pseudoartrosis instaurada. Se necesitarian mas estudios que analizaran de manera conjunta el
comportamiento de las 3 isoformas para poder asociar momentos y tiempos de secrecion de las
mismas asi como la sincronizacion de estas. Recientemente Ripamonti (73) ha demostrado
conseguir generar la misma cantidad de hueso ectdpico inyectando elevadas dosis de TGF-B3 en
el vientre de ratones que inyectando bajas dosis de TGF-B1y TGF-B3 combinados lo que apoyaria
el concepto de sinergia de las 3 isoformas, y por tanto el estudiarlas en su conjunto y no como

entidades aisladas.

Se ha demostrado en estudios en animales que TGF-B2 funciona estimulando la migracion de
osteoblastos y la diferenciacién de osteblastos y osteoclastos en etapas iniciales, asi como en el
periodo de remodelacion dsea mas tardiamente (74) (75). Estos datos coincidirian con la curva
que describe TGF-B2 en nuestra muestra con una elevacion hasta el mes post intervencion

quirtrgica y descenso posterior para volverse a elevar a los 12meses.
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Cuando analizamos las curvas de TGF-B1, TGF-B2 y ALP conjuntamente podemos llegar a
reflexiones interesantes (Figura 19). Observamos que tanto TGF-B1 como TGF-B2 presentan
valores mas altos en el grupo consolidacion desde el inicio, pero es digno de remarcar que esta
diferencia se acentla a partir del tercer mes, acentuandose especialmente en el mes 6 y sobretodo
en el 12. Los valores de ALP son muy similares durante todo el tiempo a excepcion del mes 12
donde en el grupo consolidacién ascienden, si bien, sin marcar significacion estadistica. Dado que
tanto TGF-B1 como TGF-B2 son factores de crecimiento relacionados con la formacién de hueso
y ALP es un marcador de actividad osteocitica, la elevacion de los tres nos indica claramente la
formacion dsea (0 quiza deberiamos hablar de remodelacién ¢sea) a partir del tercer mes pero
sobre todo en el mes 12. Por ello introducimos la reflexion de que probablemente el éxito para
poder detectar precozmente el fallo en la consolidacién ésea, no debamos buscarlo en la deteccion
Unicamente de un solo biomarcador, sino que podria ser la combinacién de varios de ellos la que
nos diera la clave para predecir tal situacion. Creemos que esto seria algo a tener en cuenta de

cara a futuras investigaciones en este campo.

TGF-B1 vs Consolidacién RADIOLOGICA TGF-B2 vs Consolidacién Radiolégica

1 (pgiml
4

Valores TGF-B2 (pg/ml)

* p0,005

Alcalina Fosfatasa (ALP) vs Consolidacién Radioldgica

Intervencion quirsrgica —Consolidacion

87,00
)

Vaores Alcalina F

Inclusion 1 mes & meses 12 meses

Toma de muestras

Figura 19: Curvas de TGF-B1, TGF-B2 y ALP en los pacientes de nuestro estudio divididos por consolidacion o no.
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7.3 TGF-B1 y TGF-B2 en sujetos sanos y en otras patologias

TFG-B esta siendo fuente de investigaciéon para demostrar su validez como biomarcador en
diferentes patologias: tumorales (mama, adenocarcinoma pancreatico, prolactinomas, carcinomas

orales...), lesion hepatica, severidad de la arterioesclerosis, entre otras.

Los valores standard de TGF-B en sujetos sanos han ido variando a lo largo del tiempo debido al
refinamiento en las técnicas de andlisis y a la mejora en la manipulacion de la muestra. El primero
en describir los valores de TGF-B en una muestra de 42 sujetos sanos fue Letterlo J et al en 1995
(76) mediante técnica ELISA en plasma obteniendo los siguientes valores TGF-B1: 4.100 +/- 200
pg/ml, TGF-B2: <200 pg/ml. Sarahrudi et al 2011 (51) lo hicieron en 33 voluntarios sanos mediante
ELISA demostrando niveles de TGF-B1 en plasma : 29735,3+/-1328,4 pg/ml.

Sin embargo las cifras mas fiables son las descritas posteriormente al trabajo de Zhao et al en
2012 (62) donde se estandarizan y homogenizan los procesados de las muestras. Asi en el afio
2013 Elenkova et al (77) muestran valores de TGF-B1 en controles a pacientes sanos mediante
técnica ELISA (n=48) de 15800+/-7200 pg/ml. Martin-Gonzalez C et al en 2019 (78) estudian los
valores de dicho marcador en una muestra de 34 individuos sanos con una edad media de 59,63+/-
7,71 afios cifrandolo en 14124+/-8787 pg/ml|

Las cifras medias de TGF-B1 en nuestro estudio oscilaron entre:
- grupo de consolidacién 17724+/-5728 pg/ml
- grupo de no consolidacion 13730+/-5873 pg/ml

Comparando nuestros resultados con otras patologias:
- pacientes alcoholicos con enfermedad hepética (n=79) 19822+/-12282 pg/ml (78)
- pacientes con macroprolactinomas (n=28) 23900+/-10300 pg/ml (77)
- pacientes con prolactinomas invasivos (n=29) 24.100 +/- 9900pg/ml (77)

Podemos decir por tanto que las cifras de nuestra muestra fueron cifras cercanas a la de una
muestra de sujetos sanos (especialmente en el grupo de no consolidacién) no siendo tan elevadas
como por ejemplo lo son en los pacientes con procesos tumorales malignos y agresivos, lo que

ratifica la “benignidad” de la pseudoartrosis como proceso patologico.

Lo misma reflexion podemos extrapolar a TGF-B2 cuyas cifras medias en nuestro estudio oscilaron
entre 449,6+/-98,5 pg/ml en el grupo consolidacion y 417+/-87 pg/ml en el grupo de no
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consolidacion; mientras que, por ejemplo, en los adenocarcinomas pancreaticos duplican estas
cifras : 885,95 +/-143 pg/ml tal y como muestran Vicente, D et al 2019 (79) en una muestra de 14

pacientes mediante tecnologia Multiplex.

7.4 Aproximacion al biomarcador ideal

Pountos et al (38) describieron los requisitos que deberia tener un biomarcador ideal:
- Alta sensibilidad / especificidad
- Capacidad de prediccion precoz de la evolucion de la patologia y del éxito o fracaso del
tratamiento aplicado.
- Facil de obtener, mediante técnicas poco invasivas.
- Facil de reproducir

- Coste / efectivo.

Por la experiencia de nuestra investigacion y lo descrito en la literatura podemos decir que TGF-
B1 y TGF-B2 todavia estan lejos de demostrar tener alta sensibilidad, especificidad, asi como
capacidad de deteccidon precoz en el contexto de la consolidacion 6sea. Se necesitan mas
estudios, con n mayores para poder ratificar o refutar estas virtudes. Sin embargo, creemos que
es un biomarcador de facil obtencion (sangre periférica) y que en el marco de un protocolo
especifico de manejo de muestra y contando con un centro de referencia donde se realicen de
manera rutinaria analisis mediante ELISA o Multiplex, puede ser un marcador de facil
reproducibilidad. En términos de costes y dado que es una molécula cuyo uso no esta ampliamente
extendido, los costes son todavia hoy dia elevados, si bien la tecnologia Multiplex consigue
minimizarlos, dado que permite analizar diferentes moléculas al mismo tiempo siendo ademas una

técnica mas rapida y reproducible.

7.5 Cuantificacion de la consolidacion osea

Aunque no sea el objetivo de esta investigacion o creemos relevante destacar la dificultad para
cuantificar la consolidacion ésea mediante técnicas de imagen (Rx y TC) no existiendo una unidad
de criterios 0 consenso internacional claro (24). Ello ha derivado en la generacion de escalas
cuantitativas de consolidacion 6sea como la Radiographic Union Score (RUS) simple y modificada
(25)(26)(27). Su uso no estd muy extendido pero se trata de una herramienta util para unificar
criterios y establecer puntos de corte. Las limitaciones de esta escala se hacen evidentes
fundamentalmente cuando evaluamos la consolidacion tras fracturas tratadas mediante placas de

osteosintesis. Al trabajar en dos planos, anteroposterior y lateral, la superposicion del material de
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sintesis dificultad la evaluacion de cada una de las corticales dando falsos resultados (28). Esta
limitacién, unida a la mayor sensibilidad del TC, ha llevado a desarrollar la Tomographic Union
Score (TUS). Escala muy similar a la RUS pero con mucha mas sensibilidad y fiabilidad inter e
intraobservador (30). Se estan desarrollando nuevos métodos de cuantificar la consolidacion 6sea
por TC siendo las Unidades Hounsfield (UH) una de las perspectivas de futuro. Asi se ha descrito
el uso de estas unidades como elemento para medir la osteoporosis, como predictor de fracturas
(80) (81)(82), o incluso valorar la consolidacion ésea. Conteduca et al (32) evaluan la consolidacion
de osteotomias tibiales tratadas con aloinjerto vs aloinjerto con nanohidroxyapatita en una ensayo
clinico mediante el uso UH en mediciones de TC a la semana, 2 meses y 12 meses definiendo 3
regiones 6seas de interés (ROIs) y obteniendo el valor medio de ellas en cada uno de los tiempos
de analisis. Nuestra pretension en este estudio también ha sido la de proponer una nueva forma
de cuantificar la consolidacion 6sea mediante UH pero estableciendo en lugar de valores absolutos
como Conteduca, valores porcentuales de generacion dsea respecto a la cortical sana del mismo
paciente. Hemos obtenido una correlacién muy fuerte entre los resultados de la escala TUS y
nuestra modelo de medicidn por UH (Rho Spearman 0,961, p0,001), por lo que pensamos que ha
de ser un método a tener en cuenta y nos anima a iniciar una nueva linea de investigacion y a
continuar ampliando resultados con una muestra mas amplia. Creemos que debe hacerse
extensible el uso de herramientas que cuantifiquen objetivamente la consolidacién 6sea bien sea
la TUS, la RUS, o las UH; y abandonar los criterios cualitativos mucho mas subjetivos que imperan

actualmente.

7.6 Otras consideraciones

Nos gustaria destacar, por ultimo, que tradicionalmente medimos los tiempos de consolidacion
6sea basandonos en el modelo o patrén de la fractura aguda. Sin embargo, a juzgar por lo
observado en nuestros pacientes a estudio, los tiempos de regeneracion / consolidacion 6sea si
partimos desde una situacion patolégica (pseudoartrosis no hipertréfica) son mas lentos. De los 8
pacientes que en el mes 12 no alcanzaron la consolidacion radioldgica, 4 lo hicieron en el mes 18.
Los otros 4 requirieron de gestos quirurgicos afiadidos para alcanzar la consolidacion. Es decir, de
la muestra global analizada (17 pacientes), 13 alcanzaron la consolidacion tanto clinica como
radiolégica al mes 18 (76,4%) con una sola cirugia. Esto concuerda con las ratios descritas en la
literatura para esta patologia. (10) (11) (12) (13) (14).
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Las cifras de TGF-B1 en pacientes afectos de pseudoartrosis no hipertréfica de huesos
largos se situan en unos valores medios iniciales de 26.702,4 +/- 14537 pg/ml. Estos
valores descienden de manera importante en las 2 primeras semanas una vez instaurado
el tratamiento quirdrgico para después estancarse y ascender de manera progresiva a

partir del tercer mes hasta el 12 sin alcanzar nunca los valores iniciales (17203 +/- 4916

pg/ml).

Las cifras de TGF-B2 en pacientes afectos de pseudoartrosis no hipertréfica de huesos
largos se sitian en unos valores medios iniciales de 307,8 +/- 83 pg/ml. Estos valores
ascienden de manera importante durante el primer mes una vez instaurado el tratamiento
quirargico a cifras de 557+/-67 pg/ml para después estancarse y descender en el sexto
mes. Finalmente vuelven a elevarse de manera progresiva hasta alcanzar niveles de
498+/- 47 pg/ml.

Encontramos diferencias estadisticamente significativas para TGF-B1 en el mes 12 al
comparar el grupo de pacientes que alcanzan la consolidacion frente a los que no. No se
encuentran diferencias estadisticamente significativas para TGF-B2 en ninguno de los

puntos a estudio.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas para TGF-B1 y TGF-B2 al
comparar los pacientes en funcion del tratamiento asignado XCEL-MT-OSTEO-ALPHA®

vs autoinjerto con cresta iliaca.

TGF-B1 puede ser un marcador serolégico de regeneracién Osea si bien con los
resultados de nuestro estudio no podemos decir que sea un biomarcador que permita la
deteccion precoz del fallo en la consolidacion ésea. La misma conclusion seria aplicable
a TGF-B2.
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ANEXO |

% Codigo: XCEL-PSART-01
HOJA DE INFORMACION |yown 30

AL PACIENTE Fecha: 19 noviembre 2014
Pagina: 12/13

XCELIA =

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO DE QONACI()N
DE SANGRE PARA INVESTIGACION

Titulo del estudio

“Estudio clinico piloto de fase lla, unicéntrico, prospectivo, aleatorizado, paralelo, de dos brazos de
tratamiento, abierto con evaluacion ciega y de dosis-unica para la evaluacion de células mesenquimales
troncales adultas autélogas expandidas “ex vivo” conjugadas en matriz 6sea de origen alogénico (XCEL-

MT-OSTEO-ALPHA) en el tratamiento de la pseudoartrosis no hipertréfica de huesos largos”

(Codigo del estudio: XCEL-PSART-01; N° EudraCT: 2013-005025-23)

Ademas de las analiticas destinadas a éste estudio (4 en total), se le propone la donacion de una
cantidad adicional de sangre, siendo 9 el total de muestras de de sangre que se le van a extraer.
En las 4 extracciones correspondientes al estudio se le extraeran los 20 ml de sangre planeados
+3 ml de sangre adicionales (23 ml de sangre en total para cada muestra).

Ademas, a lo largo del estudio se extraeran otras 5 muestras de 3 ml cada una de ellas (3
durante el ingreso hospitalario y otra al mes y a los 2 meses de la intervencion). En resumen:

Evaluacié Intervencion
PROGRAMA de VISITAS "mlci‘l " quinirgica tm [ 2m [ 3m | 4m | 5m | 6m | 9m | 2m
(ingreso hospital]
Analitica Control (Estudio) X X X X
i Pre

Muestrasadicionales X Q 1§ | 28 X X X X X
ml de sangre 23ml 3mi | 3mi | 3mi | 23mi | 3mi | 3mi 23ml 23mi
Debe saber que:

¢ Lasangre donada sera congelada y se guardara siguiendo la normativa vigente para ello, durante
un maximo de 5 afios. Pasado este tiempo, si las muestras no se hubieran utilizado para ninguna
investigacion el laboratorio de ASEPEYO y/o del Banc de Sang i Teixits procedera a su destruccion.

¢ Lasangre donada se dedicara a investigaciones que seran lideradas por ASEPEYO y tendran la
colaboracion de XCELIA-Division de Terapias Avanzadas del Banc de Sang i Teixits. Las lineas de
investigacion son solo de interés cientifico y se basaran en la realizacion de investigaciones para
determinar biomarcadores relacionados con la pseudoartrosis y su evolucion

«  Esperamos que los resultados de estas investigaciones proporcionen conocimientos cientificos que
puedan aplicarse en futuros ensayos clinicos y que otros pacientes que vayan a recibir el
tratamiento puedan beneficiarse de ello.

¢ Estas 9 extracciones de saigre se produciran a lo largo de 1 afio, en el Hospital ASEPEYO. No es
de esperar que la extraccion de estas muestras tenga algun efecto en su salud. Sin embargo, si su

Version 3 (19 noviembre 2014)
Firmar por duplicado (un ejemplar para el paciente y otro para el centro/investigador)
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Codigo: XCEL-PSART-01
HOJA DE INFORMACION | ygrsion: ;‘8

AL PACIENTE Fecha: 19 noviembre 2014
Pagina: 13/13

am

| oxcetm o=

médico creyera que este hecho pudiera penudicarie de algin modo, se procederia a intermumpiras.

« Enliendo que si las investigaciones no son favorables o que si asi se decidiera por los responsables
de la investigacion la muestra congelada se destruira siguiendo los procedimientos estandarizados
para ello.

«  Nosevaa practicar ningun estucio sobre material genético.

e Lasmueslras de sangre no seran utilizadas para uso clinico.

Dedlaro que la informacidn que me ha sido dada @ respecto ha sido comprensible y mis preguntas
contestadas, por lo cual tamo kbremente la decision de autorizar este procedimiento, entendiendo que:

« Estadonacion es altruista y no se derivara ninguna compensacion de ella,
« Ladonacion es voluntaria y puedo decidir no dlonar mi sangre sin que esto afecte a mi relacion
i S
« Con postenoridad a alguna de las donaciones: puedo libremente revocar e consentimiento de
donacitn. En este caso se procederd a la destruccidn de las muestras que ya fueron donadas.

Firma del paciente o testigo Firma del responsable que proporciona la
Nombre y apelidos: informacion
DNI: Nombre y apellidos:
Fecha: DNI:
Fecha:
Version 3 (19 noviembre 2014)

Firmar por duplicodo {un ejemplar para el padiente y otro paro el centrofinvestigador)
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ANEXO I

@ idcsalud

@ Hospital General de Catalunya

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dfia. MONTSERRAT GRANADOS PLAZA, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA (CEIC) DE IDCSalud HOSPITAL GENERAL DE
CATALUNYA, sito en ¢/ Pedro i Pons 1, 08195 SANT CUGAT DEL VALLES (Barcelona)

CERTIFICA:

Que este Comité ha EVALUADO en fecha 28/02/2014 (acta 02/2014) las respuestas solicitadas a la
propuesta del promotor Banc de Sang i Teixits, correspondiente al estudio:

N°EUDRACT  2013-005025-23

Cédigo de protocolo del promotor ~ XCEL-PSART-01

Version/fecha del protocolo  Versién 2 de fecha 7 enero 2014

Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado Versién 2.0 de fecha 7 enero 2014
Manual del Investigador Version 2.0 de fecha 2 diciembre 2013

Titulo Estudio clinico piloto de fase IIa, unicéntrico, prospectivo, abierto con evaluacién ciega,
aleatorizado, paralelo, de brazos de tratamiento y de dosis tinica para la evaluacién de células
mesenquimales troncales adultas autélogas expandidas "ex vivo'" conjugadas en matriz ¢sea de
origen alogénico (XCEL-MT-OSTEQ-ALPHA) en el tratamiento de la pseudoartrosis no
hipertréfica de huesos largos.

Y tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

- Lapertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, as{ como los
requisitos del Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero y las normas que lo desarrollan.

- Los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio,
justificacién de los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asf como los beneficios
esperados.

- El seguro o la garantia financiera previstos.

- El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la hoja de
informacién para los sujetos, el plan de reclutamiento de sujetos y las compensaciones previstas
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el ensayo.

- Elalcance de las compensaciones econémicas previstas y su posible interferencia con el
respeto a los postulados éticos.

Este Comité, emite INFORME FAVORABLE para la realizacion de dicho estudio en:

- Hospital ASEPEYO, Sant Cugat del Vallés, Barcelona.
Investigador Principal: Dr. Fernando Granell Escobar.

Lo que firmo en Sant Cugat del Vallés, a 31 de enero de 2014.

Firmado:

Diia. Montserrat Granados Plaza
Secretaria CEIC
IDCSalud Hospital General de Catalunya
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Limited self-healing response to bone fractures halts successful repair in 5-10% of cases, which progress into
nonunion or pseudoarthrosis causing functional disability and leaving suffering patients on hold up to 9 months
before having conclusive imaging-based diagnosis (Figure 1) 1,21 This situation leads to a delay in taking potential
corrective actions, thus impeding patient reinsertion in the labor market or even daily life activity. Another incon-
venience of imaging methodologies is their cost and that patients are subjected to radiation (Table 1). Undoubtedly,
carly detection of circulating biomarkers of bone healing may facilitate adopting alternative therapeutic approaches
in an attempt to speed up the recovery time of patients and mitigate the risks of progression into pseudoarthrosis.
For the identification of relevant biomarkers, it is important though to understand the nature of the surgical inter-
ventions and the biological processes involved in bone repair. First of all, treatments of fractures rely on three key
parameters: mechanical stabﬂity at the fracture site: adequate vascular supply: and presence of biological stimuli [3].
If successful, these approaches result in an increment of bone mass produced by a specialized cell type named
osteoblasts that work in tight coordination with other cell types (Figure 2).

Indeed bone-building osteoblasts play a central role in bone formation. They differentiate from mesenchymal
progenitors, either directly or via an osteochondroprogenitor. The direct pathway is typically observed in intramem-
branous ossification of the skull and clavicles, while the latter is a hallmark of endochondral ossification of the axial
skeleton and limbs. The two pathways converge ac the level of preosteoblasts, which develop through three stages:
proliferation; maturation of the extracellular marrix (ECM}); and mineralization. Osteoblasts become osteocytes
after gt:uiug Lrappcd within the ECM that thcy secrele, pupulallug narrow i.ul.crumnccl.hlg channels within the
bone matrix [4]. Apart from differentiating into osteoblastic cells, mesenchymal progenitors also secrete angiogenic
and anti—iﬂﬁammatory molecules that facilitate tissue reparative processes (5. Such cellular activity or the lack of it,
can be taken as an opportunity to identify biomarkers of bone healing.

Biomarkers of bone healing

The ideal biomarker of bone healing must fulfil several criteria including: measurability with accuracy, high

sensitivity and specificity from blood or urine samples in a simple, rapid and inexpensive manner, and predictive

of the success of bone union [5). Further to some existing prer.linica! data [7], a few candidare biomarkers disp|aying .
signs of potential predictive power of nonunion or delayed bone union have been investigated in humans, although — FUtU re "-}
limited to case series and case—control studies with a small number of patients (Table 2). The lack of elinical data MEdiCiﬂelm
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Figure 1. Diagnostic imaging of pseudoarthrosis is only reliable at mid/long temm after intervention.
Anteroposterior and lateral x-ray from a 42-year-old male, who suffered metaphyseal-diaphyseal tibial fracture (AO
41-A2) treated with a Less Invasive Stabilization System (LISS plate, Synthes). Radiological control at 9 months, x-ray
and computerized tomography (axial and coronal planes). Please note the absence of bone healing at the fracture
site.

of higher level of evidence, particularly from properly powered randomized clinical trials, makes difficult to draw
conclusions as to which biomarker could be reliably used clinically for following up patients and predictive of
nonunion. However, although still inconclusive, incipient evidence supports the molecules described in Table 2 as
potential candidates, which may serve as predictors of potentially (unjsuccessful fracture union [¢].

To date, candidate biomarkers under investigation include signaling molecules, enzymes and components of the
ECM.

With respect to signaling molecules, a few growth factors have been investigated to date. These include FGE-2,
FGF-23, TGF-p1, VEGF and BMP-2. Among those factors intrinsic to the skeletal tissues, FGF-2 is produced by
cells of the osteoblastic and accumulates in bone matrix, acting as potent mitogen in an autocrine/paracrine fash-
ion [3-11], particularly on mesenchymal progenitors, prechondrocytes and preosteoblasts rather than differentiated
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Table 1. Methodologies used in the detection of critical parameters affecting the diagnosis of nhonunion or

pseudoarthrosis.

RC target Method Pros Cons

Bone union X-ray Noninvasive Poor resolution; exposure to radiation
Bone union PET/CT Noninvasive; high resolution Expensive; exposure to magnetic fields
Circulating biomarker ELISA Minimally invasive (blood sample); Nonspedfic binding and high background

customizable assays

Circulating biomarker xMAP technology (i.e., Luminex) Minimally invasive (blood sample); Dependence on commerdial kits
multiplex; high sensitivity and spedficity

Protein expression IHC Shows location of the expression of Invasive (biopsy); labor intensive; time
spedific proteins consuming
Gene expression qRT-PCR Quantitative measure of levels of genes  Invasive (biopsy); labor intensive

expressed locally

Preferred use of detection methods in Research (R) and Clinical (C) practice and their advantages are presented
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; IHC: Immunohistochemistry; PET/CT. Positron emission tomography/computed tomography, gRT-PCR: Quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction; xMAP: (multiplex) MultiAnalyte Profiler.
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Figure 2. Schematic view of events occurring during the process of bone healing and potential use of circulating
biomarker levels in diagnostics and prognosis.

(A) The biological meaning of observed circulating levels of biomarkers needs to be understood in order to
implement their use in clinical practice. (B) Diverse biomarker profiles may be observed according to their biclogical
significance in either one of the three phases of bone healing (inflammation, repair and remodeling). Part of the
figure was used from ‘Medical Art Gallery’ (Les Laboratoires Servier).
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Table 2. Human studies evaluating potential biomarkers of union bone healing.

Molecule {source) Level of evidence Study design (number of Results Ref.
patients)
TGF-p1 (serum) Case control Delayed union long bones 10 Significant differences at 4 [42,43]
nonunion vs 10 union [42] 15 {45ng/ml; p = 0.01), 8 and 12
nonunion vs 15 union [43] week (p < 0.05)
CTX, PYR, DPD (urine and Case control Nonunion vertebral fractures 9 Significant differences for OC [44]
serum) OC N-mid (serum) nonunion vs 24 union Nmid at 24 {p = 0.05) and 48 (p
= 0.01) weeks (180% change)
VEGF (serum) Case control Delayed or nenunion long No significant differences at [45]
bones 11 nonunionvs 103 anytime
union
FGF 23 (serum) Case contral Aseptic loosening THR 55 Significant differences at day 1 [23]
aseptic loosening THR vs 40 (84.0+/-16.7 RU/ml), 4
primary TH arthroplasty (68.74 /7.9 RU/ml) and 10
(57.64 /7.1 RU/mD) (p = 0.01)
NO, TGFB1, VEGF and BMP-2 Case series 42 nonunion lang bones Patients with bony union [26]
(serum) treated with extracorporeal showed higher serum NO
shockwave treatment (92.1 £ 49.2U/L), TGFB1

M-CSF (serum)

TRAGP 5b, CTX (serum)

TGF-£1 (serum)

FGF-2 (serum)

ALP (serum)

(59.166 + 13.547 ng/ml), VEGF
(476.7 £ 306.9 pg/ml) and
BMP-2 (82.1 + 26.9 pg/ml)
levels (p < 0.05) at 1 month
after treatment vs persistent

nonunian
Case control Delayed or nonunion long No significant differences [46]
banes 11 nenunionvs 103 observed at any time
union
Case control Nonunion long bone 15 Significant differencesin [28]
nenunions vs 15 unions relative values TRACP 5b at
weeks 4 and 8 (120%). No
significant differencesin
absolute values
Case control Delayed union long bones 9 No significant differences at [471
nonunion vs 9 union anytime
Case series 88 children undergoing surgical Lower FGF-2 (7 pg/ml) serum [21]
treatment for orthopaedic levels were abserved
conditions preoperatively in patients who
did not heal after surgery
Case series Simple traumatic diaphyseal In nermal healing group [48]
fractures of both bones of leg (n = 87), the mean values of
(n =95} serum ALP at 3 weeks were

significantly higher than those
found in the impaired healing
group (689 U/1). In nonunion
group (n = 8), the mean serum
ALP levels remained within the
normal limits (280 U/l)

DPD: Deaxypyridinoline; OC Nmid: N-mid portion of osteocalcin; PYR: Pyridoline; RU: Relative unit; THR: Total hip replacement

osteoblasts [12]. In the clinical setting, Granchi and collaborators analyzed FGF-2 levels in 88 children receiving
orthopedic treatment, finding lower levels of FGF-2 in patients with nonunion [13). At the terminal phase of the
bone remodeling cycle, osteocytes secrete factors such as sclerostin, which inhibits osteoblast activity and induce
apoptosis and FGF-23 that suppresses osteoblast differentiation and bone matrix mineralizaton [14). Goebel and
collaborators found a threefold increase of FGF-23 levels on the third day post-intervention in patients with aseptic
loosening after total hip replacement [15].

Delivery of TGF-p1 from platelets involved in the hematoma at the defect site is complemented by TGF-f1
expression from incipient osteoblasts generated in the region, leading to elevated levels of TGE-B1 in serum up to
week 2 post-fracture. Thereafter a decrease is observed reaching the lowest levels within weeks 4 and 8, whereas an
increase is observed thereafter, from week 12 up to week 24, corresponding to high osteoblastic activity in the bone
remodeling phase (Figure 2) [14].

Wang and collaborators studied a group of 42 patients with pseudoarthrosis of long bones (femur and tibia)
serum levels of nitric oxide, TGF-B1, VEGF and BMP-2 the day after and 1, 3 and 6 months after shockwave
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treatment. [nterestingly, 78.6% of patients that consolidated successfully showed higher levels of TGF-p1, VEGE
nitric oxide and BMP-2 within the first month than the 21.4% of patients with impaired healing [17).

Regarding enzymes, Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAcP) belongs to a group of metalloenzymes of
widespread occurrence in the organism with functions in both the skeleton and the immune system. TRAcP is syn-
thesized as a proenzyme composed of monomeric TRAcP (mTRAcP)/loop-TRAcP/serum TRACP 3a. Proteolytic
processing of the 5a isoform generates cleaved TRAcP 5b isoform that displays at least tenfold increased catalytic
activity [18-21] and exerts several biological actions in bone including the dephosphorylation of both osteopontin and
integrin-binding sialoprotein [22,23], the generation of reactive oxygen species for bone matrix degradation (24] and
may be implicated in autoimmune disorders regulated by Thl inflammatory responses [25]. Through the expression
of TRACP, osteoclasts, macrophages and dendritic cells play a critical role in skeletal development, the mineralization
of bone, cytokine production and macrophage recruitment, maturation of dendritic cells, and collagen synthesis
and degradation.

Finally, C-terminal cross-linking telopeptide of type | collagen (CTX), which is a component of the ECM,
was found to show a positive association with bone formation in children aged 6-10 years and may be of use
for monitoring skeletal development [25]. Moghaddam and collaborators analyzed serum levels of TRACP 5b and
CTXin 15 patients with delayed union in long bones that were then compared with 15 patients that consolidated
normally, finding significantly different CTX levels at week 1, as well as for TRACP 5b at weeks 4 and 8 [27].

TGF-$1 as candidate biomarker of bone healing

TGE-B1 is a regulatory protein from the TGF-p family that plays a pivotal role in the process of fracture healing
by enhancing the proliferation and differentiation of mesenchymal progenitors and stimulating the production of
ECM and chemotaxis of bone cells. It also has a key role promoting cartilage synthesis and increases the formation
of callus and bone strength [1¢,28]. From the list of biomarkers described previously, TGF-B1 concentrates most of
the scarce literature available on this topic and also highlights the need to fulfil two important requirements in the
search for novel indicators of bone healing status and/or predictive of expected outcomes, namely: understanding
of the biological meaning of difference between levels of nonunion and successful bone union at a given time for
prognostic prediction; and definition of the minimum levels of biomarker at a given time predictive of eventual
successful bone union. Zimmermann and colleagues observed that, 4 weeks after trauma, serum levels of TGF-f1
were significantly lower in patients with delayed union. These findings support the role of TGF-f1 in fracture
healing and suggest that premature drops in serum levels of TGE-£1 below 45 ng/ml at 4 weeks post-intervention
are indicative of impaired healing [29]. In a later study, however, results from Sarahrudi and colleagues conflicted
with those from Zimmermann’s work, showing a flatter profile of TGE-B1 levels along the follow-up time without
signiﬁcant differences among time points [30]. This brings up a third important point to consider, raised by
Zhao and collaborators, who demonstrated the impact of blood handling processing on the measured levels of
circulating TGF-B1. Importantly, they showed that: sample type (serum or plasma); waiting time; temperature; and
Céntrifugal force; all thCSé PafametCrS inﬁueﬂced in the lCVClS Of TGF’B] measuréd by ELISA Indccd reliabﬂity
and comparability of results is required for standardized methods but none of the previous studies provided details
regarding the procedure of sample handling. Therefore, new studies must take into account and describe thoroughly

how the sample is manipulated in order to draw valid conclusions from results obtained.

TGF-f1 from platelets

The preparation of the fracture site prior to its treatment on the surgery day triggers an inflammatory response,
which peaks 24 h later and is complete by the first week (Figure 2). During this time period, a complex cascade
of proinflammarory signals and growth factors are released in a temporally and spatially controlled manner.
Elevated levels of inflammatory mediators such as IL-1, [L-6, IL-11, IL-18 and TNF-¢ exert a recruiting effect
on inflammatory cells and also promote angiogenesis within the first few days. In this initial inflammartory phase,
platelets, which are small cellular fragments deriving from megakaryocytes, are activated by injury to blood vessels
at the fracture site and stimulate proliferative capacity of different cell types by releasing intracellular granules
rich in PDGEF, FGF-2 and TGF-p1 (Figure 2) [51]. Both in vitro and in vive data supports that platelet-derived
products hold tissue regenerative properties (32 In additon, osteoprogenitor cells contribute to the meifien of
tissue regenerative signals at the fracture site by expressing bone morphogenetic proteins. These factors along
with inflammatory mediators play a key role in the recruitment of mesenchymal progenitors and promote their
proliferation and osteogenic differentiation. In fact, bone forming cells are modulated by TGE-B1 in an autocrine
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fashion, which could explain as to why TGF-B1 receptors are highly expressed in osteoblasts [33], while articular
cartilage contains high concentration of latent TGF-B1 detected by immunochemical assays in chondrocytes [34].
Platelets are the main reservoir of TGF-B1 in the human body, at levels 40-100 higher than other tissues [33],
therefore their activation or degranulation during sample processing can result in misleading values of TGF-$1
levels [36]. Zhao and collaborators evaluated the influence of different parameters such as temperature, sample type
(serum or plasma) and centrifugal force on TGF-B1 levels, concluding that the optimal procedure to measure
circulating TGF-B1 levels is by using plasma obtained at high speed centrifugation immediately after blood

extraction from patients or after a short time under refrigerated conditions [37].

Analysis of TGF-g1 levels

Bead-based multianalyte profiling platforms, such as Luminex, offer some advantages over traditional ELISA
techniques, including reliability of values from a broad range of concentrations (which makes possible to determine
TGE-B1 levels in patients but also from experimental studies iz #i#70 and in laboratory animals following the
same technique and commercial kits), reproducibility, sensitivity, specificity, multiplex capabilities and ease to use
(Table 1). When using blood samples, standardization ofhancﬂing proccdurcs is essential [35] and can be summarized

as described next:

+ Collection of peripheral blood in tubes containing 1.6 mg EDTA/ml;

+ Cooling down of blood samples on ice for 5 min;

* Immediately next, centrifugation of samples at 2500 x g for 30 min at 4°C;

¢+ Recovery of 1 ml of the upper a third phase of the plasma obtained by centrifugation;
*  Storage at -80°C until analysis.

These analytical techniques and procedures can be validated by taking advantage of the osteogenic potential of
mesenchymal progenitors, which can be differentiated i #7770 in the presence of osteogenic media thus recapitulating
osteogenesis in clean, test conditions without interference from molecules secreted by platelets [38,39]. In fact,
multipotent mesenchymal stromal cells derived from bone marrow are an attractive stem cell source not only for
in witro testing but also for the regeneration of damaged tissues due to their osteogenic capacity, which has been
investigated intensively [(40] and recently translated to the dinical setting resulting in the successful treatment of

pseudoarthrosis in combination with bone particles from tissue bank [41].

Conclusion & future perspective

We envisage the use of clinically validated biomarkers predictive of bone union, in a much eatlier time shift than
current clinico-radiological diagnostic parameters, by measuring circulating molecules, which will result in a better
clinical management of patients with a significant social and economic impact.

Executive summary

Background

* Patients with delayed bone union or pseudoarthrosis have to wait 9 months for proper diagnosis by imaging and
further treatment.

Biomarkers of bone healing

* Biomarkers predictive of bone healing are urgently needed to enhance current clinico-radielegical diagnostic
parameters of delayed bone-union or pseudoarthrosis.

TGF41 as candidate biomarker of bone healing

* The lack of clinical data of high level of evidence, particularly from properly powered randomized clinical trials,
makes difficult to set which biomarkers predictive of non-unien could be reliably used for following up patients.

Analysis of TGF-81 levels

* Methodologies required for assessment of biomarker levels present several disadvantages, from sample handling
to detection methodoelogies, which are not commonly described in the literature and far from standardisation.

Outlook

* More research (in vitro, preclinical and clinical in a coordinated manner) is needed in order to find a robust
hiomarker (or panel of biomarkers) with predictive value of bone healing after surgical treatment.
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