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RESUMEN

OBJETIVO: Valorar la efica-
cia del implante de células
madre pluripotenciales
adultas obtenidas a partir de
aspirado medular (células
nucleadas) y de tejido adi-
poso (células mesenquima-
les) en la rehabilitacion fun-
cional y estética del aparato
estomatognatico de pacien-
tes con insuficiencia oOsea
maxilo-mandibular.

DISENO: Ensayo clinico
aleatorio-controlado, en un
grupo constituido por 9
pacientes con insuficiencia
6sea maxilo-mandibular.
Los criterios de inclusion de
los pacientes en este estu-
dio, fueron adultos ambos
sexos tanto los de asigna-
cion al grupo tratado con
células obtenidas a partir de

aspirado medular como con
células mesenquimales cul-
tivadas a partir de lipoaspi-
rados de tejido adiposo.

RESULTADOS: Los resulta-
dos obtenidos evaluando el
crecimiento 6seo han sido
altamente satisfactorios en
8/9 casos totales. Solo 1
caso de 9 se descartd por
contaminaciéon. No se han
distinguido diferencias des-
tacables en la evolucion del
implante celular en ambos
grupos objeto de estudio, y
en todos los casos se consi-
guio hueso cortical. Se ha
conseguido crecimiento de
hueso vertical en los trata-
mientos realizados con
células progenitoras mesen-
quimales, asi como también
en los tratados con concen-
trado de aspirado medular.

CONCLUSIONES: El
implante de células madre
adultas pluripotenciales es
una técnica que precisa de
una preparacion meticulosa
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Células madre adultas
mesenquimales y nucleadas).
Aplicacion al campo de [a

regeneracion 6sea maxilar en

Implantologia

y un control exhaustivo de
cada caso, pero que da
resultados altamente positi-
vos tanto si las células
implantadas son mesenqui-
males como si se utiliza
concentrado medular, frente
a las técnicas clasicas hasta
ahora utilizadas.

PALABRAS CLAVE
Osteoinduccion, osteogéni-
co, células madre embriona-
rias, células madre adultas,
células mesenquimales, teji-
do adiposo, médula osea,
células mononucleadas.

INTRODUCCION

El problema que representa
la insuficiencia 6sea maxilo-
mandibular, que puede
impedir o dificultar la reha-
bilitacion funcional y estéti-
ca del aparato estomatogna-
tico mediante implantes, es
objeto de estudio desde
hace afios. Las técnicas para
resolverlo han ido evolucio-
nando e incorporando nue-
vos elementos a lo largo del

tiempo. Actualmente, la téc-
nica de eleccion es el trata-
miento del defecto mediante
la insercion de auto-injertos
on-lay e in-lay, la cual es
compleja y traumatica y los
resultados, como los de la
distraccion 6sea, dependen
fundamentalmente de la
habilidad y preparacion del
cirujano. Sin  embargo,
muchos de los problemas de
insuficiencia 6sea pueden,
hoy dia, resolverse con otras
técnicas mds conservadoras.
Los elementos de que se dis-
pone podemos dividirlos
basicamente en 2 grupos.
El primer grupo de mate-
riales, estaria formado por
las membranas que aislan el
defecto y cuya funcion es
impedir el crecimiento de
los tejidos blandos hacia su
interior, mientras que pre-
servan o crean un espacio
en donde pueda crecer el
hueso. Sus componentes
pueden ser reabsorbibles o
no reabsorbibles, rigidos o
no, y todas ellas tienen ven-



tajas e inconvenientes,
debiéndose utilizar la mas
adecuada a cada caso con-
creto. A una membrana
deberiamos pedirle, ademas
de que evite el crecimiento
de los tejidos blandos hacia
el defecto, que sea inmuno-
logicamente  compatible,
barata, facil de utilizar, que
permita un cubrimiento
total por la mucosa y encia
adherida y que no sea posi-
ble su exposicion. Existe
una membrana que retne
todas estas condiciones, que
no es otra que el propio
periostio.

El segundo grupo de
materiales, estaria formado
por los posibles rellenos del
defecto como son las matri-
ces biocompatibles, las cua-
les imitan al hueso y tienen
propiedades osteoconducto-
ras de la regeneracion osea,
lo que facilitard el andamia-
je para las células y por
tanto el crecimiento del
hueso. Recordemos que la
estructura 0sea estd consti-
tuida por una fase mineral
de fosfato calcico llamado
hidroxiapatita (HA), el cola-
geno y otros componentes.
Por este motivo, las cerami-
cas de fosfato calcico simila-
res al HA son en principio,
una de las opciones usadas
desde hace muchos anos en
implantes dentales, ortope-
dia y cirugia maxilofacial.
Se han utilizado todo tipo
de materiales (1), pero
actualmente la tendencia es
utilizar principalmente el
hueso bovino y otros mate-
riales como el hueso de
caddver, que al tener protei-
nas precursoras de hueso,
podria inducir el crecimien-
to de éste y presenta una
buena actividad osteocon-
ductora e inductora del cre-
cimiento 6seo (2).

A este segundo grupo
perteneceria el material
osteogénico. Solo el hueso
vivo lo es, y solamente el

hueso del propio paciente
nos da la seguridad inmu-
nologica necesaria.

En la actualidad, al dis-
cutible efecto morfogenéti-
co del hueso de caddver, se
le ha unido la utilizacion de
concentrados de plaquetas
(3), reservorio de factores
de crecimiento y que se ha
demostrado clinicamente
que aumentan el metabolis-
mo 6seo, estimulan la rege-
neracion periodontal, y ace-
lera la cicatrizacion.

Estos factores de creci-
miento plaquetarios no son
especificos del hueso, sino
que aceleran la formacion
de cualquier tipo de tejido,
y su incorporacion al arse-
nal terapéutico de la regene-
racion tisular guiada, ha
hecho a ésta mas predecible
pero no totalmente y sélo se
han conseguido aumentos
oseos horizontales. Se preci-
sarfa un nuevo factor anadi-
do al substrato, que diera la
seguridad de que serd hueso
y no otro tejido lo que cre-
cera en los defectos a tratar.
Una posibilidad serian las
células precursoras del teji-
do oseo, las cuales ya se
incorporan al substrato por
medio del hueso molido del
propio paciente, pero su
concentracion estimada de
1/1.000.000 no nos asegura
la predictibilidad del trata-
miento.

Desde hace algunos afios
se viene trabajando en la
regeneracion de tejidos
mediante la implantacion de
células madre embrionarias.
Durante la fase de morula
las células embrionarias son
totipotenciales, esto es, cada
una de ellas puede diferen-
ciarse en todas las células
del organismo y dar lugar a
un ser completo. En el sép-
timo dia, en la fase de blas-
tocito, se forma una cavidad
en la masa celular que da
lugar a dos partes, el
embrioblasto del que se

diferenciaran las tres hojas
embrionarias y el trofoblas-
to que dara lugar a la pla-
centa. Estas células embrio-
blasticas son denominadas
multipotenciales y van a
diferenciarse en las distintas
lineas de células pluripoten-
ciales, que se multiplicaran
a su vez en las estirpes celu-
lares para las que estan pre-
determinadas y que daran
lugar a los distintos drganos
en el embrion.

En la fase multipotencial,
es en la que las células
embrionarias son obtenidas
para su utilizacion. Sin
embargo la obtencion e
implantacion de las células
madreembrionarias presen-
ta una serie de problemas
morales, éticos e inmunolo-
gicos que dificultan su
incorporacion a la clinica.

Algunas células pluripo-
tenciales permanecen en los
distintos sistemas del adulto
con la funcién de regenera-
cion especifica de la linea
celular a que pertenecen.

Recientemente los traba-
jos de Verfaille (4) y Prosper
(5) han demostrado que es
posible la obtencion y la
extension de células madre
adultas, mesenquimales de
médula osea, y mds recien-
temente Zuk PA y cols.,
2001, las obtienen del tejido
adiposo (6). Parece ser que
estas células adultas inserta-
das en un medio favorable,
son capaces de sufrir un
proceso denominado de
transdiferenciacion, siendo
entonces capaces de generar
células de tejidos de hojas
embrionarias diferentes a su
origen, esto es, que vuelven
a ser multipotenciales. Estas
células madre adultas no
presentan ninguno de los
problemas tanto éticos
como inmunolégicos que
hacian tan dificil la utiliza-
cion de las embrionarias,
por obtenerse del propio
paciente. El doctor. del

Olmo ha aplicado esta téc-
nica a problemas clinicos
concretos con gran éxito el
ano 2003 (7). Recientemen-
te, Rei Ogawa y cols., 2006
,(8) han revisado el tema de
la potencial utilizacion de
las células madre obtenidas
por técnicas de liposuccion
del tejido adiposo en la
regeneracion del tejido dseo
y en su vascularizacion.
Nuestro grupo ha descrito
la existencia en las células
del tejido adiposo de una
poblacion de células proge-
nitoras estromales muy pri-
mitivas capaces de producir
endoteliales y en conse-
cuencia de participar en el
proceso de vascularizacion
(Martinez-Estrada O.y cols.,
2005) (8). Ademas, las célu-
las mesenquimales del teji-
do adiposo se ha descrito
que expresan marcadores
que indican su potencial
capacidad de diferenciarse a
células del tejido 6seo y que
es importante que las célu-
las vayan acompanadas de
una matriz que les sirva de
soporte para su anclaje y
proliferacion (revisado en 9
y 11).

En base a lo anterior, el
objetivo de este estudio ha
sido valorar la eficacia del
implante de células madre
pluripotenciales obtenidas a
partir de tejido adiposo
(células mesenquimales) y
de aspirado medular (célu-
las nucleadas) en la rehabi-
litacion funcional y estética
del aparato estomatognatico
de pacientes con insuficien-
cia 6sea maxilo-mandibular.
Estas células se han utiliza-
do mezcladas con una
matriz 6sea y plasma rico en
plaquetas (PRP) para pro-
porcionar soporte y factores
de crecimiento osteocon-
ductivos.

METODOLOGIA
PACIENTES. En este estudio
se incluyeron un total de 9
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pacientes (6 varones y 3
mujeres) de edades com-
prendidas entre 45 y 65
anos. Los criterios de inclu-
sion de los pacientes en este
estudio fueron la insuficien-
cia maxilar en combinacion
o no con la necesidad de
elevacion de senos para su
tratamiento.

Los criterios de asigna-
cién al grupo tratado con
células nucleadas obtenidas
a partir de aspirado medular
(n=7) o con células mesen-
quimales (n = 3) obtenidas
en cultivo de lipoaspirados
del tejido adiposo, fueron
unicamente los expuestos
para ambos grupos. La eva-
luacion clinica y radiologica
(T.C. en todos los casos) fue
realizada en el periodo pre-
y post-operatorio. La eva-
luacion clinica incluyo el
seguimiento postoperatorio
durante 24-48 horas. Poste-
riormente se realizo el
seguimiento de forma
ambulatoria semanalmente
durante 8 semanas. La eva-
luacién por imédgenes inclu-
yo estudio radiologico al
término de las 8 semanas y
estudio citologico del tejido
0seo mneoformado en los
casos que requirieron rein-
tervencion. Este estudio se
realizo bajo la autorizacion
administrativa de la Organi-
zacion Catalana de Tras-
plantes (OCATT) y con el
consentimiento del Comité
Etico del centro autorizado
por el propio OCATT para
la obtencion e implantacion
de células madre adultas
(Clinica Hospitalaria St.
Josep de Vic).

Técnica quirurgica. La
obtencion del aspirado
medular se realizo mediante
puncion en cresta iliaca,
bajo sedaciéon y anestesia
local; el lipoaspirado se
obtuvo en las mismas con-
diciones, de zona periumbi-
lical mediante aspiracion
manual con cdnula hueca

aplicando técnica humeda.
El abordaje quirtirgico para
el implante de las células
madre pluripotenciales fue
incision crestal y descargas
verticales en todos los
casos, excepto en uno en el
que se expuso la mandibula
en su totalidad para coloca-
cion de protesis (10). Como
era de esperar, cuando las
células adquieren apariencia
fibroblastoide, en cultivo
expresan marcadores (CDs)
especificos de mesenquima-
les (CD90; CD44; CD105;
etc.) y son negativas para
algunos marcadores hema-
topoyéticos que si se expre-
san al inicio.

La obtencion de células
progenitoras mesenquima-
les de tejido adiposo se rea-
liz6 mediante lavados y tra-
tamiento enzimdtico del
lipoaspirado y posterior
puesta en cultivo de las mis-
mas segun técnica original
descrita por Zuk PA y cols.
2001 (6), y posteriormente
utilizada por nosotros (10).
A estas células se les ha lla-
mado PLA (processed lipo-
aspirate adipose cells), o
también ADAS (adipose-
derived adult stem cells)
(8). Estas células multipo-
tenciales pueden diferenciar-
se in vitro hasta adipocitos,
osteoblastos, condrocitos (6,
8) y, recientemente, a células
endoteliales (10). Una vez
puesto a punto el proceso
por el grupo de investiga-
cion Celltec UB de la Uni-
versidad de Barcelona, esta
técnica se transfirio al Cen-
tro de Tejidos y Terapia
Celular del Banco de Sangre
y Tejidos de Barcelona, para
su aplicacion a terapia celu-
lar. La caracterizacion de las
células obtenidas en 3
pacientes se realizo, al final
del cultivo y antes de su
implantacion,  mediante
citometria de flujo y el uso
de alguno de los marcadores
especificos antes menciona-
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dos.

El aspirado medular de 7
pacientes se proceso para el
implante mediante centrifu-
gacion a 3.500 rpm
(1.506,50 g), durante 7
minutos.

El Plasma Rico en Pla-
quetas (PRP) se obtuvo
mediante la técnica habi-
tual.

REsuLTADOS

Los casos clinicos globales
se presentan en la Tabla I a
modo de resumen.

CASOS CLINICOS DE PACIEN-
TES TRATADOS CON CELULAS
MESENQUIMALES DE TEJIDO
ADIPOSO

El volumen medio de tejido
adiposo obtenido en 3
pacientes ha sido de 56,7 =
37,5 ml, a partir del cual al
final del cultivo se han obte-
nido 21,6 x 106 + 6,2 célu-
las para implante. Por cito-
metria de flujo se encontré
que de estas células un 94,6
+ 4,1 por ciento han sido
CD45-, un 92,4 = 2,5 por
ciento han sido CDI14-
CD90+ y un 72,5 + 12,9 por
ciento CD105 + CD166 +
CD45-, lo cual nos estaria
indicando su origen mesen-
quimal y su potencial osteo-
génico.

Caso 1. Varon de 45 anos de
edad que presenta gran
defecto horizontal y vertical
en zona vestibular anterior,
que compromete gravemen-
te la estética de la restaura-
cion (Figura 1). Bajo aneste-
sia local y sedacion, fue
practicada  manualmente
liposuccion periumbilical
(Figura 2) con técnica
humeda para la obtencion
del material adiposo, que
fue inmediatamente trasla-
dado al Banco de Tejidos
para su procesado y puesta
en cultivo (Figura 3). Siete
dias mas tarde, bajo aneste-
sia local se realizo la inter-
vencion para la insercion de

los implantes y el relleno
del defecto mediante una
mezcla de hueso bovino,
PRP y las células mesenqui-
males procedentes del culti-
vo (Figura 4). Se interpuso
una membrana de fibrina
del propio paciente, para
evitar la dispersion del relle-
no, y mediante incision del
periostio se libero el colgajo
que fue suturado sin ten-
sion. Parte de las células se
infiltraron en el area de
sutura para una mejor cica-
trizacion. A las 8 semanas el
paciente conservaba radio-
logicamente el injerto en
altura. El escdner demostré
a los 90 dias que el creci-
miento 6seo se habia produ-
cido tanto en sentido hori-
zontal como en el vertical
(Figura 5).

Casos II y III. Con la
misma técnica, se obtuvie-
ron e implantaron células
mesenquimales en otros dos
pacientes con atrofia mandi-
bular severa, en uno de los
cuales se utilizé como mate-
rial de relleno y adhesivo
para protesis de menton y
angulo mandibular, con
resultados  satisfactorios
(Figuras 6 y 7). Este pacien-
te, que habia sido interveni-
do innumerables ocasiones,
acumulaba fracasos. Seis
meses después de la inter-
vencion el paciente conti-
nua asintomatico.

En el tercer caso se per-
dio el injerto a causa de una
infeccion (Tabla I).

La técnica  descrita
demuestra que la insercion
de células madre adultas
(mesenquimales de tejido
adiposo autologo) en maxi-
lares induce el crecimiento
oseo incluso vertical, ya que
aunque en ninguno de los
casos pudo llevarse a cabo
la citologia la evolucion cli-
nica y radiologica fue sufi-
cientemente demostrativa.



ciencia

de médula 6seas

PACIENTES INSUFICIENCIA ELEVACION PROCEDENCIA cuLtivo TIPO CELULAR CONTROL CONTROL RESULTADOS
MAXILAR DE SENOS CELULAR RADIOLOGICO  HISTOLOGICO

1 Si No Tejido adiposo Si Mesenquimales T.C. No +

2 Si No Tejido adiposo Si Mesenquimales T.C. No +

3* Si No Tejido adiposo Si Mesenquimales No No i?

4 Si Si Médula dsea No Células nucleadas T.C. No +
de médula 6sea

5 Si Si Médula 6sea No Células nucleadas T.C. Si +
de médula dsea

6 Si Si Médula ésea No Células nucleadas T.C No +
de médula dsea

7 Si No Médula dsea No Células nucleadas T.C. No +
de médula 6sea

8 No Si Médula 6sea No Células nucleadas T.C. No +
de médula dsea

9 No Si Médula ésea No Células nucleadas T.C No +

CASOS CLINICOS DE PACIEN-
TES TRATADOS CON CELULAS
NUCLEADAS DE MEDULA OSEA.
Caso 1. Paciente de 47 afos
de edad, que presenta insu-
ficiencia 6sea muy grave en
maxilar superior que preci-
saria de injerto de hueso
procedente de cresta iliaca,
con dudoso prondstico
dado el escasisimo material
osea donde insertar el injer-
to (Figura 8).

Se obtiene el aspirado
medular mediante puncion
de hueso ilfaco (Figura 9).

Se prepara una cavidad
mediante una membrana
semirrigida, que se rellena
con una mezcla de hueso
bovino, que nos dara volu-
men, PRP que aportara fac-
tores de crecimiento, homo-
genizard la mezcla y la hara
facil de manipular y el cen-
timetro cubico superior del
precipitado celular, obteni-
do mediante el centrifugado
de 30 ml de la muestra del
aspirado medular , donde
en razon de su densidad, se
encontraran las células
mononucleadas (Figuras 10
y 11). Tenemos pues el
material de relleno que bus-
cabamos desde el principio:
andamiaje biologico, impul-

so de crecimiento y células
nucleadas como precursores
potenciales del crecimiento
oseo. Estas células no han
sido aun caracterizadas,
pero cabe suponer que en
esta fraccion pueden existir
células precursoras. Con
esta idea las hemos obteni-
do e implantado en el
mismo acto quirdrgico, y al
ser del propio paciente, no

existen problemas ni éticos
ni inmunolégicos. Ademas,
con esta técnica no hemos
abierto un segundo campo
quirurgico que siempre
resulta traumdtico para el
paciente y es comprometido
para el profesional. En este
caso el T.C. demostré a los 3
meses un crecimiento 6seo
extraordinario (figura 12).
Los implantes fueron inser-

Tabla 1. Principales caracteristicas y resultados globales en los pacientes estudiados. (* el paciente 3 no se pudo considerar porque se infecto

tados y cargados sin proble-
ma.

Caso II. Mujer de 50 afios
que presenta una reabsor-
cion extrema en maxilar
superior (figura 13). Se pro-
puso injerto de cresta iliaca
que fue rechazado por la
paciente. Con la misma téc-
nica que en el caso anterior
se procedio a la regenera-

Figura 1
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Figura 2a, b, cy d

cion 6sea, en esta ocasion
sin la ayuda de la membra-
na que hubiera impedido la
sutura sin tension. A los
tres meses, el T.C. demos-
tré6 un crecimiento dseo
sumamente satisfactorio
(Figura 14), incluso com-
parado con otro caso trata-
do con injerto de cadera.
En este caso la histologia
dio el resultado de hueso
medular. Los implantes
fueron colocados y carga-
dos sin incidencia.

Finalmente comparamos
este caso con otro distinto
tratado con injerto de cres-
ta iliaca (Figura 15).

El resto de casos fueron
tratados y resueltos con
idéntica técnica (Tabla I).

Figura 3. Proceso de obtencion de mesenquimales: a) centrifugado, b) cultivo, c) mesenquimales, d) transporte al centro hospitalario
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Discusion

La técnica es novedosa, ya
que no hemos encontrado
en la literatura revisada nin-
gun caso de aplicacion de
células madre adultas en la
regeneracion oOsea maxilar
en relacion con la Implanto-
logia, por lo que natural-
mente la experiencia clinica
es escasa, pero ante los
resultados obtenidos, se
podria expresar que una
nueva y quizas prometedora
terapia celular en Medicina
Regenerativa, podria ser la
utilizacion de las células
madre mesenquimales de
origen adiposo (mds abun-
dantes que en la médula
osea) del propio paciente,
multiplicarlas in vitro utili-
zando su propio suero como
factor de crecimiento y pos-
teriormente transferirlas al
paciente de forma adecuada
para poder facilitar su dife-
renciacion.

Esta transferencia podria
hacerse con las células solas
o0 asociadas a algun tipo de
biomaterial ceramico de los
que ya se usan actualmente,
pensando que estos podria
favorecer conjuntamente su
anclaje y favorecer su oste-
ointegracion.

De acuerdo con distintos
autores (8, 9) y por resulta-
dos experimentales propios
(10) creemos que esta
podria ser técnica de elec-
cion para resolver los defec-
tos 0seos mds importantes y
sobre todo el proceso de
vascularizacion, el cual es
muy necesario para que
haya formacion de hueso
medular.

Con esta intencion a par-
tir del tejido adiposo hemos
obtenido un numero muy
elevado de células progeni-
toras adultas, que expandi-
das en cultivo presentan o
expresan marcadores reco-

Figura 4a, by ¢

nocidos como especificos
para células mesenquimales
con capacidad de diferen-
ciacion especifica a células
del hueso. En los casos estu-
diados y que se han podido
seguir, esta técnica ha sido
clinicamente muy efectiva.
Sin embargo, en la practica
diaria resulta, por ahora,
legalmente  inalcanzable
para el practico general y
bastante costosa.

Sin embargo, los resulta-
dos también positivos obte-
nidos en 7 casos utilizando
las células nucleadas de un
concentrado medular sin
purificar, nos estaria indi-
cando otro camino por el
que quizas de forma no tan
traumatica y en el mismo
acto quirdrgico, se podrian
resolver casi la totalidad de
los casos de insuficiencia
oOsea periimplantaria, con la
aportacion de las pocas
células madre hematopoyé-
ticas presentes en dichos
concentrados de médula
osea medular. Nos encon-
tramos, como se demuestra
radiologica, clinica e histo-
logicamente (esto ultimo en
un caso), que las células
existentes son capaces de
transdiferenciarse en células
madre precursoras de tejido
0seo. Si bien en estos casos

se consigue solo hueso en
forma de bloque cortical,
este es suficiente para llevar
a cabo tratamientos implan-
tologicos.

No desesperamos, sin
embargo, de que aplicando
al aspirado medular técnicas
mas refinadas de aislamien-
to y extension celular en el
mismo acto quirurgico, lle-
garemos a conseguir un
numero de células aportado
superior y el “efecto rabo de
lagartija” deseado, esto es,
la restitucion integra de cor-
tical y medular que busca-
mos desde el principio.
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Figura 6a y b
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Figura 8ay b

Figura 9
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Figura 10a. Vertido en los tubos de centrifugado.
10b. Obtencion de la sangre para el PR.P
10c. Material final de relleno

Figura 11ay 11b

10 GAceTa DENTAL 173, septiembre 2006



mw WW 4i;ﬂAqﬂjhh;
ey UV VVEVENY
B V V\AJUB‘H‘@H

:% .

JﬁﬁﬁﬂﬁﬁQﬁﬁﬁ
AL I




Figura 15a 'y b
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