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Los defectos en la continuidad 6sea en todo el organismo que requieren injertos
para conseguir la unién ésea son frecuentes, debidos generalmente a defectos
postraumaticos y menos frecuentemente a secuelas de cirugia oncoldgica y

patologia degenerativa.

En la regién maxilofacial los defectos 6seos son muy prevalentes como resultado
de la enfermedad periodontal’, de traumatismos, del tratamiento quirdrgico de
tumores (Fig.1.1), de malformaciones congénitas y sobretodo de todos aquellos
casos de atrofia del reborde alveolar de los maxilares después de perdidas
dentales, de defectos por cirugia alveolar, de aquellos casos de atrofia por
desuso y de la utilizacion de prétesis dentales.?-> Generalmente estos defectos
en la regién maxilofacial se solucionan con la colocacion de implantes y protesis
dentales pero en muchas ocasiones la perdida 6sea es tan importante que
imposibilita la correcta rehabilitacion protésica, siendo estos casos los que
deberan ser reconstruidos previamente a la instalacion de los implantes y a la

rehabilitacion dental.

Capitulo 1: Introduccion
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Fig.1.1. Los defectos de la region craneo-maxilo-facial son muy variados. En

la primera imagen se observa la pérdida de la hemimaxila izquierda
y de las piezas dentarias debido a un accidente por explosién de un
mecanismo pirotécnico. En la otra imagen, el defecto frontal es
secundario a complicaciones postquirargicas de un Astrocitoma.
Ambos casos precisaron de reconstrucciones complejas para

restaurar la funcién y la estética.

La utilizacion de los injertos 6seos es el “gold standard” de la reconstruccion de
estos defectos en la regidn maxilofacial®, pudiendo emplear también otras
567 y la

reconstruccion mediante colgajos 6seos microvascularizados antes de realizar la

técnicas como la regeneracion 6sea guiada, la distraccion osteogénica

colocacién de implantes dentales en los casos de atrofia de los maxilares.

La regeneracién 6sea guiada ha sido bien documentada en defectos limitados
del reborde alveolar, especialmente en defectos periodontales.® Recientemente
la aplicacion de los principios de la regeneracion ésea guiada se utiliza
conjuntamente con los injertos en bloque para defectos de mayor volumen
consiguiendo limitar en gran medida la reabsorcion fisioldgica de los injertos.®
(Fig. 1.2)

Capitulo 1: Introduccion
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Fig. 1.2. La aplicacion conjunta de una membrana sobre los injertos 6seos

en bloque disminuye el porcentaje de reabsorcion del injerto y se
consigue una integracion y un remodelado mas uniforme. Puede ser

aplicado sobre pequefas o grandes reconstrucciones.

La distraccion osteogénica, técnica basada en la elongacion progresiva de los
fragmentos 6seos'®, tiene algunas ventajas en relacion al injerto de hueso
autdlogo: no precisa de un segundo campo operatorio de toma de injerto, se
produce un alargamiento simultaneo de los tejidos blandos de los alrededores,
como la piel, la mucosa, los musculos, los vasos sanguineos, los nervios y es
posible la insercion precoz de los implantes dentales (a partir de las 10-12
semanas de haber finalizado la distraccion). Sin embargo, las desventajas
incluyen la necesidad de un distractor apropiado, el coste elevado del distractor,
peligro de infeccion y la dificultad del control de los segmentos durante la

distraccion.”'-'2-" (Fig. 1.3)

Capitulo 1: Introduccion
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Fig. 1.3: En esta caso el defecto vertical de la premaxila se reconstruyé con

la distraccion progresiva del fragmento osteotomizado (1mm al dia)
hasta conseguir el aumento planeado sin distorsién de las partes

blandas.

Los colgajos 6seos microvascularizados estan especialmente indicados en
aquellos casos en los que el defecto a reconstruir sea muy grande, haya
problemas de cobertura de tejidos blandos, haya problemas de vascularizacion o
en aquellos casos en los que sea prioritario recuperar rapidamente la funcion. Se
utilizan generalmente en la reconstruccién de la cirugia oncolégica (Fig.1.4) y
mas raramente por causas traumaticas o preprotésicas y tienen el inconveniente
de la gran dificultad técnica del procedimiento, de la duracién de la intervencion,

del potencial de las complicaciones y de la morbilidad de la zona donante™-"°.

Capitulo 1: Introduccion
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Fig. 1.4: Caso de Ameloblastoma recidivado que afectaba practicamente

toda la rama horizontal derecha de la mandibula hasta el angulo
mandibular. La reseccion implico una mandibulectomia desde la
region parasinfisaria hasta la rama ascendente y apdfisis
coronoides. Se realizd una reconstruccion primaria con un injerto
microvascularizado de cresta iliaca anterior, lo que permiti6 una
reconstruccion estética excelente y la instalacion de los implantes

para restaurar precozmente la funcion.

La reconstruccion de defectos maxilares y rebordes alveolares atréficos con
injertos 6seos en aposicion fue el primer procedimiento utilizado, existiendo
actualmente una amplia documentacion en término de numero de casos tratados
y del seguimiento de los implantes colocados en las areas reconstruidas.®-"-'8
El hueso autélogo es considerado el mejor material para todos los tipos de
reconstruccion osea (Fig. 1-5) puesto que tiene unas optimas propiedades
osteogénicas, osteoinductivas y osteoconductivas y es inmunologicamente
seguro. Sin embargo la utilizacion del hueso autélogo tiene algunas desventajas,
como la necesidad de realizar un segundo campo operatorio, la morbilidad de la
zona donante, la reabsorcion no predecible, la dificultad en el manejo de la

cobertura de los tejidos blandos y el volumen limitado de hueso disponible.-?°

Capitulo 1: Introduccion
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Fig. 1.5 En la primera imagen la reconstruccion del defecto de la

hemimaxila del paciente de la Fig. 1.1 se realizé con un gran injerto
corticoesponjoso que fue obtenido de la cresta iliaca. Defectos mas
limitados del reborde alveolar pueden ser reconstruidos con injertos
intraorales simplificando el procedimiento, como esta reconstruccion

de un defecto vertical y transversal de la premaxila.

Para evitar las principales desventajas de la utilizacién de autoinjertos se ha
investigado y se han utilizado una amplia variedad de materiales: los aloinjertos,
que mantienen las propiedades octeoinductoras y osteoconductoras, y los
xenoinjertos y materiales aloplasticos que so6lo mantienen las propiedades

osteoconductoras. (Fig.1.6)

Capitulo 1: Introduccion
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Fig. 1.6: En la primera figura se observa un defecto frontal postraumatico

que se reconstruyé mediante una craneoplastia modelando un B-
trifosfato calcico consiguiendo un buen resultado, estable con los
anos. El la otra imagen se aprecia la reconstruccion de los defectos
alveolares del maxilar y de la atrofia posterior con una elevacion
sinusal con una mezcla de hueso autélogo y de un xenoinjerto
(hidroxiapatita bovina), técnica que goza de amplia experiencia y
efectividad.

Hasta la fecha, los biomateriales no han podido mejorar al hueso autélogo en
relacion a la osteogénesis, al no poder aportar dosis elevadas de células
progenitoras a la zona reconstruida. Este es el problema que la ingenieria tisular
trata de resolver.

Capitulo 1: Introduccion
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El término de ingenieria tisular fue definido por R. Langer y J.P. Vacanti como el
proceso que realiza la morfogénesis de nuevos tejidos formados a partir de
células aisladas, polimeros biocompatibles y factores de crecimiento, y nos
permite moldear el tejido de acuerdo con las necesidades bioldgicas de cada

paciente.?’

El estudio que proponemos esta en el ambito de la ingenieria tisular puesto que
trata de conjugar los fundamentos de la regeneracion ésea mediante la
utilizacion de células madre mesenquimales adultas a altas dosis sobre una
matriz osteoconductora para mejorar el tratamiento de maxilares posteriores

atroficos.

El interés de este estudio esta en que, hasta la fecha, es el primer ensayo clinico
realizado en humanos en los que se contrastan los resultados clinicos,
radiolégicos e histomorfométricos, en el que cada paciente es, mediante un

procedimiento de boca partida, estudio y control al mismo tiempo.

Tratamos casos de atrofia posterior de maxilar superior bilateral mediante la
técnica de elevacion sinusal, realizando la reconstruccion con células madre
mesenquimales expandidas en un seno y en el contralateral practicamos la
reconstruccion con un xenoijerto, Bio-Oss® (BO), material muy contrastado en la

literatura por su gran efectividad.?

La evaluacion de la efectividad del tratamiento se realizara a partir del estudio
del metabolismo éseo de las zonas reconstruidas, confrontandolo con los datos
obtenidos del mismo individuo de zonas no reconstruidas en los que el

metabolismo 6seo es normal.

Capitulo 1: Introduccion
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— Objetivo general:

Evaluar la regeneracion ésea mediante ingenieria tisular en humanos.

— Obijetivos especificos:

Estudiar la union de células madre mesenquimales con biomateriales
osteoconductores, y su actividad celular regeneradora de hueso mediante

técnicas de histomorfometria.

Valorar la relacion entre la cantidad de células madre y la formacion de

hueso.

Capitulo 2: Objetivos
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Analizar los resultados radiolégicos de la reconstruccion de la atrofia
posterior del maxilar superior con métodos de ingenieria tisular con células

madre.

Valorar la seguridad del tratamiento y analizar la evolucion y complicaciones

postoperatorias de los pacientes.

Estudiar la morbilidad de la zona dadora en la obtencion del material celular.

Capitulo 2: Objetivos
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El hueso es un tipo de tejido conectivo, dinamico y muy vascularizado, con
capacidad unica de curar completamente y remodelarse sin dejar cicatriz, por
regeneracion celular y por la produccion de una matriz mineral en vez de por

depésito de colageno.?

Los injertos 6seos pueden regenerar el tejido 6seo siendo, por este motivo, el
material de primera eleccion en la reconstruccién de defectos de hueso que, en
la region maxilofacial, son muy frecuentes. Esta alta prevalecia de los defectos
maxilares junto con la morbilidad de la zona dadora en la obtencion de los
injertos y el tener un volumen limitado de hueso para transplantar en el
organismo, hace que diversos biomateriales se hayan propuesto para sustituir al

hueso autdlogo.?*-?°-%

En situaciones de edentulismo en los sectores posteriores del maxilar superior

se produce una atrofia 6sea severa, frecuentemente bilateral, que imposibilita la

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura
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rehabilitacién con implantes si no se trata con técnicas de regeneracion. En este
contexto aparecen con fuerza las diversas estrategias de la ingenieria tisular
como un meétodo ideal para sustituir el tejido éseo al aportar los elementos

necesarios para activar los mecanismos de la regeneracion dsea.

Este capitulo se ha organizado en secciones que revisan los distintos puntos de
interés del estudio. Inicialmente se realiza un analisis basico del metabolismo
6seo para poder comprender aquellos fendmenos que acontecen en el proceso
de regeneracion 6sea. A continuacion los distintos tipos de injertos, asi como su
proceso de integracién. Estos dos apartados son revisiones basicas de temas
bien establecidos, para ello, se han utilizado unos pocos textos de referencia

como material.

También se han abordado dos temas muy conocidos, puesto son el objetivo del
tratamiento de los pacientes del estudio, como son la atrofia del maxilar posterior
y su tratamiento mediante la elevacién sinusal. La literatura sobre estos dos
temas es muy extensa. Se ha resumido de forma importante el texto de estos
apartados, para dar paso a una revision mas exhaustiva del tema que es objetivo

del trabajo, la ingenieria tisular.

3.1. Biologia 0sea

3.1.1. Embriologia

Los huesos del craneo, los huesos faciales, los maxilares y la clavicula son de
origen intramembranoso, que derivan de células mesenquimales que migraron

de la cresta neural adyacente a la notocorda. Estos huesos se desarrollan,

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura
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crecen y se curan por osificacion directa del mesénquima. En contraste, el resto
de huesos del organismo son de origen endocondral, realizando la osificacién a

partir de la osificacién de cartilago preformado.

El maxilar y la mandibula derivan del primer arco braquial. Estos arcos estan
constituidos por cartilago, el cartilago palatopterigocuadrado en el maxilar®’ y el
cartilago de Meckle en la mandibula, pero este cartilago no se transforma por si
mismo en hueso sino que sirve de matriz sobre el cual el mesénquima de la
cresta neural se transforma en hueso. Estos cartilagos desaparecen antes del
nacimiento. A los huesos de un mismo origen embriolégico se les atribuye un
comportamiento biolégico similar, que es importante considerar en la cirugia de
injertos, en base a una evidencia clinica que no ha podido ser demostrada de

una forma objetiva.?®-*

También se cree que la BMP-4 tiene un rol muy importante en la orientacion de
la migracion de la cresta neural y en la morfogénesis 6sea, mientras que la BMP-
2 tiene un papel mas importante en la ventralizacion de la creta neural hacia los
maxilares y la aleja de los huesos del craneo, pero tiene un papel escaso en el
desarrollo 6seo?. Por este motivo se especula que la BMP-4 recombinante es la
mejor BMP para ser utilizada en la reconstruccion de los huesos maxilares y
faciales®® aunque este aspecto no se ha podido demostrar desde un punto de

vista clinico ni experimental.®’

3.1.2. El tejido 6seo

El hueso esta constituido por una matriz extracelular que esta mineralizada en su
mayor parte, con un componente inorganico y otro organico, y por células,

principalmente las células madre hematopoyéticas, las células madre no

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura
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hematopoyéticas (mesenquimales), y tres tipos de células 6seas diferenciadas,

los osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos.

La principal funcién del hueso es proveer el soporte estructural al organismo, asi
soporta la carga, posibilita la accion mecanica de la musculatura para que se
realice el movimiento, protege los 6rganos internos y alberga la medula 6sea
hematopoyética. El esqueleto también tiene una importante funcién metabdlica,
sirve como reservorio mineral de calcio, fésforo y otros iones, es capaz de
movilizar rapidamente los depédsitos minerales en caso de demanda

metabolica®.

El tejido 6seo del esqueleto adulto esta organizado estructuralmente de dos
formas: el hueso trabecular o esponjoso que corresponde al 20% del esqueleto y
el hueso cortical o compacto que corresponde al 80% del esqueleto. La
proporcion de estas dos formas estructurales varia segun las diferentes

localizaciones del esqueleto.

El hueso cortical es casi completamente sélido siendo sélo en un 10% poroso, y
puede dividirse en varios subgrupos: huesos largos, huesos cortos y huesos
planos. En el interior del hueso compacto existen unos finos canales
longitudinales (canales de Havers) y transversales (canales de Volkmann) que
transportan los nervios y los vasos que posibilitan su nutricion. El hueso

compacto es adecuado para resistir la flexién, la torsion y el cizallamiento.

El hueso trabecular presenta una alta porosidad, entre un 50-90%. El hueso
trabecular esta dispuesto en forma de esponja, con un entramado de tabiques en

forma de panal de abejas, que se orientan en lineas paralelas a las lineas de
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fuerza que son las trabéculas. Este hueso es adecuado para resistir las fuerzas

de compresion y tensién.®

La formacion, el mantenimiento y reabsorcion de este tejido resulta de la
interaccion de los tres tipos celulares con la matriz 6sea. Cada uno de ellos, los
osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos, tiene su funciéon y todos son

imprescindibles para el mantenimiento de un tejido éseo sano.

a. Células oseas:

Los osteoblastos, forman parte del linaje osteoblastico, que son los
preosteoblastos, los osteoblastos y los osteocitos. Los preosteoblastos derivan
de las células madre mesenquimales (unidad formadora de colonias de
fibroblastos —CFU-F-) y constituyen el compartimiento proliferativo del linaje
osteoblastico. Son células de aspecto fibroblastico, cercanas a la superficie
Osea, pero separadas de ella por células del endostio y por osteoblastos. Con su
evolucion formaran osteoblastos, consideradas éstas, células de diferenciacion

terminal.

Los osteoblastos son células mononucleares de forma cuboidea, citoplasma
basdfilo, ricas en una isoenzima de la fosfatasa alcalina, polarizadas y
localizadas con sus precursores en la superficie 6sea, donde forman grupos
compactos de una sola capa de espesor. Su funcién es la sintesis y regulacién
del hueso mediante la formacion, depdsito y mineralizacion de la matriz

extracelular.

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura

33



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

Los osteoblastos pasan por tres estadios funcionales: el de proliferacién celular y
sintesis de los componentes organicos de la matriz 6sea, el de maduracién de la

matriz ésea, y el de depdsito de mineral.

Los osteoblastos pueden quedar en la superficie o quedar rodeados por la matriz
que han formado, llamandose entonces osteocitos. Las células que han quedado
en la superficie cuando han terminado su funcién se aplanan y se convierten en
células de revestimiento, las linning cells, que tienen un papel importante en la

remodelacion 6sea al producir interleuquinas.

Los osteocitos son células de forma estrellada, con menos organelas que los
osteoblastos. Estas células estan en contacto entre si y con las células de la
superficie mediante prolongaciones tubulares de su citoplasma que recorren la
matriz 6sea en forma de estrella. Los espacios donde se localizan los osteocitos
se llaman lagunas osteocitarias y los espacios por donde transcurren las
prolongaciones se llaman conductos calcéforos. Las prolongaciones se unen
entre ellas a través de unas uniones tipo gap, que permiten comunicaciones

quimicas y eléctricas.

Los osteocitos son las células mecanosensoras del hueso necesarias para
mantener las propiedades biomecanicas puesto que detectan el estrés mecanico
y las lesiones de la matriz y modulan los procesos de remodelado enviando

sefales a las células de revestimiento.

Los osteoclastos son células multinucleadas, de citoplasma aciddfilo, ricas en
anhidrasa carbodnica y en fosfatasa acida. Se disponen sobre la superficie 6sea

en forma aislada o formando pequefios grupos, de forma polarizada. Derivan de
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las células madre hematopoyéticas a partir de las células formadoras de colonias

de granulocitos y macréfagos (CFU-GM)*.

La CFU-GM al ser estimulada por interleuquinas (IL-1, IL-6, IL-11) dara lugar a
los preosteoclastos. Los preosteoclastos son células mononucleadas que al
estimularlas, por las caderinas, se unen entre si formando los osteoclastos. La
adhesion de los preosteoclastos a la matriz ésea tiene lugar en aquellos puntos
en donde queda expuesta porque se han separado las células de revestimiento.
Esta adhesién a la matriz es posible porque son células que expresan en la
membrana moléculas de la familia de las integrinas. La zona de actuacién del
osteoclasto se llama dominio osteoclastico y es mayor que la célula, puesto que
ésta tiene un movimiento oscilante. Su funcion es la reabsorcion ésea y por tanto
la remodelacion 6sea. Primero solubilizan el mineral y después digieren la matriz
organica. Cuando se ha terminado el proceso de reabsorcion los osteoclastos

mueren por apoptosis®*- *°.

b. Matriz 6sea:

La mayoria de las propiedades mas relevantes del hueso son debidas a la
constitucion de su matriz que presenta depdsitos de mineral en un 99%. La
matriz que no esta mineralizada es aproximadamente menos del 1% y se llama
osteoide. La matriz que no esta mineralizada es aproximadamente menos del

1% y se llama osteoide.

La matriz 6sea tiene dos componentes que estan combinados:
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— Una parte inorganica o mineral: constituida por fosfato calcico en forma de

cristales de hidroxiapatita la cual contribuye en un 65-70% a la matriz.

— Una parte organica: que comprende el 25-30% restante de la matriz 6sea®.
Esta compuesta en un 85-90% por colageno tipo | y en un 10-15% por otras
proteinas: glicoproteinas, proteoglicanos, sialoproteinas, proteinas oéseas

“gla” y factores de crecimiento®, que tienen diversas funciones:

= Colageno |: provee el armazoén para la estructura esquelética. Permite la

calcificacion de la matriz

= Byglican Decorin: es un proteoglicano. Estimula el crecimiento de las
fiboras de colageno en diametro. Esta envuelto en los procesos de

mineralizacion de la matriz.

= Osteonectina: es una glicoproteina. Une el ion calcio con el colageno y

nuclea la hidroxiapatita.

» Trombospondina: es una glicoproteina. Une el calcio, la hidroxiapatita, la
osteonectina y otras proteinas celulares de superficie. Es un mediador de

la adhesion celular.
= Fibronectina: favorece la unién de los osteoblastos al sustrato.

= QOsteopontina: es una sialoproteina. Es un componente de la linea del

cemento.

» Sialoproteina ésea: es un componente de la linea de cemento. Une dos

areas de formacion 6sea diferentes.

» QOsteocalcina: es una proteina esquelética “gla”’. Marcador tardio del
fenotipo osteogénico. Esta implicado en el remodelado 6seo y en el

control de la mineralizacion a través de su inhibicion.
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» Proteinas morfogenéticas, citoquinas y factores de crecimiento : diversas
proteinas morfogenéticas (BMPs), factores de crecimiento como el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante
beta (TGFb), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento insulinico | y Il (IGF | - 1), el factor de necrosis tumoral (TNF),
citoquinas como las IL-1, IL-6, IL- 11 se liberaran de la matriz ejerciendo

un papel regulador muy importante en los ciclos de remodelado?®-%-%7-38

La matriz es la responsable de las propiedades biomecanicas del hueso. Las
fibras colagenas le dan flexibilidad y resistencia a la tensidon mientras que las

sales minerales le dan dureza, rigidez y resistencia a la compresion.*

3.1.3. Dinamica 6sea

A pesar de estar formado mayoritariamente por matriz extracelular, la dinamica
del hueso solo puede ser explicada mediante la interaccion de las células 6seas
con el hueso preexistente, siendo el hueso uno de los sistemas mas dinamicos
del organismo, presentando fenédmenos de crecimiento, modelado, remodelado y

de reparacion.

— Crecimiento 6seo:

Se inicia en la vida embrionaria y sigue hasta la pubertad. Esta condicionado por

unos factores genéticos e influenciado por unos factores sistémicos y locales. El
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crecimiento en longitud se realiza a partir de de la adicion de hueso en la placa
de crecimiento fisaria. El crecimiento en anchura se realiza a partir de la

aposicion de hueso de forma concéntrica subperidstica.

— Modelado 6seo:

Permite mantener la forma ésea durante el crecimiento a partir de fenémenos de

reabsorcién 6sea en la parte externa y de formacién en la parte interna.

— - Remodelado 6seo:

En el adulto cerca del 8% del hueso es renovado anualmente. El remodelado
0seo se realiza a partir de la accidn sucesiva de los osteoblastos y osteoclastos
sobre una misma superficie 6sea®. El hueso es habitualmente inhibido de su
reabsorcién gracias a la osteoprotegerina, una proteina liberada por los
osteoblastos, que regula la reabsorcién al ser una sefal inhibitoria para los
osteoclastos.*®* Como los osteoblastos maduran y se transforman en osteocitos
pierden la habilidad para producir osteoprotegerina y el hueso se vuelve
vulnerable a la reabsorcion osteoclastica normal. Asi, el hueso que se reabsorbe

es el hueso viejo, el hueso lesionado y el hueso muerto.*

Cada ciclo de remodelado tiene tres fases: reabsorcion, reposo y formacion.*

En la fase de reabsorcion un grupo de osteoclastos se diferencian de sus
precursores circulantes en respuesta a sefiales de la hormona paratiroidea y a la

ligandina activadora del receptor nuclear kappa-b (RANKL), que es una ligandina
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segregada localmente por los osteoblastos®, y erosionan una superficie 6sea,
formando imagenes en sacabocados llamadas lagunas de Howship.*® Una vez

han terminado la reabsorcion los osteoclastos son eliminados por apoptosis.

La fase de reposo o de inversién es una fase de inactividad.

En la fase de formacion un grupo de osteoblastos se diferencia de sus
precursores, en respuesta a la BMP y a la IGF 1-2, segregadas durante el
proceso de reabsorcion de la matriz*°, y rellena la cavidad creada por los
osteoclastos de nuevo hueso formado. Los osteoblastos depositan inicialmente
la matriz no mineralizada, que forma una capa de unas 10 ym de espesor
llamado ribete de osteoide. Entre el ribete de osteoide y su mineralizacion existe

un tiempo de demora de unos 10-12 dias (mineral lag time) °.

Durante este tiempo la matriz sufre cambios que la hace apta para el depdsito de
mineral (maduracion de la matriz). La mineralizacion se inicia entre la superficie
de osteoide y el hueso mineralizado ya existente y avanza hacia la superficie a lo
largo de un plano de barrido de 2-3 p de espesor. Este plano, integrado por
mineral amorfo, se llama frente de mineralizacién. A medida que este frente se
desplaza va dejando tras de si la matriz ésea mineralizada en forma de cristales
de hidroxiapatita. Una vez terminado el depdsito de hueso mineralizado, los
osteoblastos que no se han convertido en osteocitos, se aplanan y forman parte

del endosito en forma de células de revestimiento (linning cells)*.

El conjunto de osteoblastos y osteoclastos que actuan de forma coordinada en
una superficie 6sea por unidad de tiempo en un ciclo de remodelado recibe el

nombre de “unidad multicelular basica” (BMU). Las BMU se activan de forma
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asincronica, de forma que los ciclos de remodelado se encuentran en distintas
fases. El nuevo segmento de hueso formado a partir de cada BMU se llama
“unidad estructural 6sea” (BSU). En la remodelacion de un hueso compacto, los
osteoclastos labran, a partir del interior de los canales de Havers y de Volkmann,
unos tuneles de seccién circular. Asi, las BSU corticales tienen forma circular y
se llaman osteonas. En la remodelacion del hueso esponjoso, los osteoclastos
excavan en la superficie de las trabéculas unas depresiones planas, anchas y
poco profundas, llamadas paquetes trabeculares. Se llama recambio 6seo (bone
turnover) al volumen total de hueso que se renueva por unidad de tiempo
durante el remodelado. ElI recambio 6seo es proporcional al numero de BMU
activas. La diferencia entre el volumen de hueso formado y el hueso reabsorbido
por unidad de tiempo se llama balance éseo. El balance 6seo puede ser igual a

0, cuando la masa 6sea no varia, ser positivo o ser negativo4°.

El remodelado esta sometido a unos mecanismos de control, que pueden ser
sistémicos o locales. Los mecanismos de accién sistémicos regulan el ritmo de
activacion de las BMU y son la hormona paratiroidea (PTH) y la vitamina D como
las mas importantes, y también las hormonas tiroideas, las hormonas sexuales,
los glucocorticoides, la hormona de crecimiento y la insulina®. El factor sistémico
que de forma mas potente produce la diferenciacién de las células del linaje
osteoblastico es la PTH, estimulando la produccion de factor de crecimiento

relacionado con la insulina tipo | (IGF-I).*'

El mecanismo de control local se lleva a cabo a través de los factores de
crecimiento y citoquinas de accién autocrina y paracrina. Estos son: IGF 1-2,
TGF-B, factores de crecimiento fibroblastico (FGF) y PDGF entre los factores de
crecimiento, y entre las citoquinas las IL-1, IL-6, IL-11, TNF vy factores
estimulantes de las colonias. Estos factores locales son producidos por las

células o6seas y por las células medulares adyacentes (hematopoyéticas,
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linfocitos y macréfagos)®®. Los factores locales intervienen en la activacion local
de las BMU y son claves para el acoplamiento entre osteoblastos y osteoclastos.
Las ceélulas de linaje osteoblastico, son capaces a partir de la produccion de
factores locales como la IL-6 y la IL-11, la osteoprotegerina, y la RANKL activar a
los osteoclastos y contribuir asi al inicio del ciclo de remodelado®. También
ciertos factores liberados por los osteoclastos o por la matriz bajo la accion de
los osteoclastos, como la BMP y la IGF 1 y 2, son capaces de activar a los
osteoblastos®. De esta manera se consigue la regulacién entre la reabsorcion y

la formacion en los ciclos de remodelado®.

— Reparacién osea:

El tejido 6seo es el unico capaz de repararse de forma completa generando
nuevo tejido 6seo y no tejido fibroso cicatricial, a través de activar los procesos

que tienen lugar en la embriogénesis.

En un foco de fractura primero aparece un hematoma y se desencadena una
respuesta inflamatoria atrayendo macréfagos y monocitos que liberan FGF y
VEGF en el lecho de la fractura asi como plaquetas que tienen la doble funcién
de formar el hematoma y de liberar factores de crecimiento (PDGF, TGF, VEGF)
iniciando la cascada de curacion de la fractura. Durante los primeros dias la baja
tensién de oxigeno y el bajo pH favorece la accién de limpieza de los neutréfilos
polimorfonucleares en el desbridamiento y eliminacion de los detritus celulares

de la fractura y la accién inicial de los macrofagos.

Entre el tercer y quinto dia se inicia la revascularizacion con la formacion de

nuevos vasos, el aporte de células y colageno en el foco de fractura. La unién
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del colageno con los factores de crecimiento favorece la interaccion celular y la
diferenciacion condroblastica y osteoblastica de las células indiferenciadas del
endostio y del periostio sobre la matriz provisional de colageno, formando un
fibrocartilago que estabiliza los fragmentos de la fractura. Es el callo
fibrocartilaginoso de la fase de urgencia. A continuacion se inicia la
revascularizacion que posibilita el despliegue de una trama colagena sobre el
fibrocartilago blando pero que ya proporciona cierta estabilidad y posibilita la
formacion de hueso nuevo entre la red capilar, a partir de células osteoblasticas
de ambos lados de los bordes de la fractura. Estas células forman puentes éseos
de tejido inmaduro, sin ninguna orientacion espacial, que unen ambos lados de
la fractura (callo de fractura). Después los osteoclastos, en labor de reabsorcion,
abren via a los retofios vasculares que atraviesan el foco. Los osteoblastos
siguen esta via conformando las nuevas osteonas en las que iran quedando
incluidos los osteocitos (fase de normalizacion). A medida que va
mineralizandose este nuevo hueso adquiere solidez (fase de solidificacion). La
remodelacion del callo que protagoniza el osteoclasto, ya se realiza desde las
fases mas iniciales pero tiene su expresion plastica a lo largo de los meses que
siguen a la solidificacién, sustituyendo el nuevo hueso formado por otro de tipo

laminar orientado segun las lineas de fuerza que actuan en la zona.*?

3.2. Injertos 0seos

Los injertos dseos de cualquier tipo so6lo pueden regenerar hueso a través de
tres mecanismos posibles: osteogénesis directa, osteoconduccién 'y
osteoinduccién®. Los injertos pueden desarrollar hueso a partir de uno, de dos o

a partir de los tres mecanismos a la vez.
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— Osteogénesis:

Es la formacién de osteoide a partir de osteoblastos. En los nifios se produce la
“‘osteogénesis espontanea” que es la formacion de osteoide a partir de los
osteoblastos del endostio y del periostio del hueso adyacente y permite el
crecimiento del nifo. En la “osteogénesis transplantada” de los injertos los
osteoblastos del endostio supervivientes de la médula 6sea o derivados de las

células madre son las fuentes del nuevo hueso formado®.

— Osteoconduccion:

Es la formacién de nuevo hueso a partir del hueso adyacente o del periostio a
través de una matriz o andamio que actua como una guia para el crecimiento
6seo. En este caso la matriz debe unirse a moléculas que promueven la
adhesion celular como la fibrina, fibronectina y vitronectina o bien ser de

colageno®.

— Osteoinduccion:

Es la formacién de nuevo hueso a partir de la estimulacién y transformacion
bioquimica de las células madre en células productoras de hueso. La BMP es el

factor osteoinductor mas reconocido.*°
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3.2.1. Autoinjertos. Incorporacién y curacion de los injertos
en bloque

Los mecanismos de incorporacion de los injertos en bloque son universales
independientemente del origen del injerto. Los factores mas importantes para el
éxito y la cantidad de injerto incorporado son la cantidad de médula ésea del

injerto, la vascularizacién del lecho 6seo y la estabilidad del injerto®.

Los osteocitos no son viables en los injertos en bloque, al lesionarse su delicada
vascularizacién a través de los canaliculos.*”® La formacién de nuevo hueso se
produce a partir de los escasos osteoblastos y de la diferenciacion de las células
indiferenciadas del hueso medular, de la osteoinduccion por la liberacién de
BMP y de IGF 1-2 por parte de la matriz que se reabsorbe y de la
osteoconduccion a partir de armazén 6seo del injerto, siendo estos dos ultimos

mecanismos los que predominan en los injertos en bloque®.

3.2.2. Autoinjertos. Incorporacién y curacion de los injertos
de hueso esponjoso

El injerto esponjoso tiene mayor cantidad de células, osteoblastos del endostio y
células madre, pero mantiene el mismo mecanismo de incorporacion. Se inicia
con la supervivencia de las células osteocompetentes durante los primeros dias
gracias al oxigeno del lecho y a la circulacién plasmatica, que por difusion le
aporta nutrientes hasta que el crecimiento capilar inicia la revascularizacion.
Durante la primera semana, las plaquetas regulan la regeneracién al liberar
factores de crecimiento, que son quemotacticos, mitogénicos y angiogénicos. Al

tercer dia los capilares penetran en el injerto y las células osteocompetentes
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inician la proliferacion. Al séptimo dia los macréfagos sustituyen a las plaquetas
hasta la completa revascularizacion, que se produce entre los 14 y 21 dias.
Entonces el oxigeno y los nutrientes aportados por los vasos sanguineos
permiten formar osteoide a los osteoblastos. Este proceso, que se inicia a la
segunda semana, se prolonga durante 6-8 semanas. Con la revascularizacién
también llegan los osteoclastos y se inicia la reabsorcion de la matriz con la
liberacion de BMP y de IGF 1-2, comenzando la maduracion del injerto. A partir
de la 8% semana se inicia la reabsorcion y la nueva aposicion de hueso

remodelado consiguiendo, un hueso mas maduro y mineralizado.*

3.2.3. Autoinjertos. Incorporaciéon y curacion de los injertos
en bloque vascularizados

El colgajo pediculado, es el injerto que mantiene el aporte vascular mediante su
pediculo natural. Si se obtiene la vascularizacién de un pediculo a distancia que
se anastomosa a vasos regionales, sera un colgajo libre microvascularizado. La
incorporacion de los colgajos 6seos se realiza del mismo modo que en la

reparacion de una fractura.

3.2.4. Aloinjertos

Los aloinjertos o homoinjertos son injertos que se toman de otro individuo de la
misma especie**. Estan disponibles en forma de hueso liofilizado, de hueso
liofilizado y desmineralizado, y de hueso desproteinizado y por tanto libre de

capacidad antigénica. La ventaja de casi todas las formas de preparacién es que
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durante el proceso se destruyen la mayor parte de las particulas capaces de
actuar como antigenos, disminuyendo de esa manera la capacidad de provocar

respuesta inmune por parte del injerto®.

Los injertos alogénicos desmineralizados actuan bien como osteoconductores y

ademas tienen poder osteoinductor por su contenido en BMP.#6-47-48.49

3.2.5. Xenoinjertos

Los xenoinjertos, son injertos procedentes de especies genéticamente diversas,
como por ejemplo el hueso bovino. El potencial antigénico de estos injertos es
mucho mayor que el de los aloinjertos ya que la matriz organica es
antigenicamente muy diferente de la de la especie humana®. Por ello el proceso
de preparacion para ser utilizados como injertos incluye la desproteinizacion y
desorganificacion para eliminar todo el potencial antigénico. El producto final son
matrices minerales reabsorbibles que actian como elementos exclusivamente

osteoconductores cuyo contenido principal es la hidroxiapatita (HA)*®->°.

3.2.6. Materiales aloplasticos

Consisten en materiales sintéticos inertes usados comunmente en cirugia
reconstructiva. Uno de los objetivos de este tipo de materiales, es rellenar
defectos y cavidades de manera que el hueso circundante se pueda adherir a la
superficie exterior del injerto, infiltrar el mismo a través de sus poros, y en

algunos casos, reabsorber el material antes de producir la formacion de hueso
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por mecanismos exclusivamente osteoconductores. Algunos de estos materiales
como la hidroxiapatita sintética, el fosfato calcico, el trifosfato calcico (3-TCP) o
polimeros reabsorbibles, como los vidrios bioactivos, los ionomeros de vidrio, y el
oxido de aluminio, se consideran bioactivos por que gracias a sus propiedades
osteoconductivas promueven el crecimiento de hueso a partir del lecho
circundante. Idealmente estos materiales usados en cirugia reconstructiva son

bioinertes pues no provocan respuesta fibrosa en los tejidos periféricos. *°->'->%-

53

3.2.7. Injertos combinados

La combinacion de injertos ha demostrado su utilidad en la reconstruccion
maxilofacial. Generalmente se combina el hueso autdlogo con un aloinjerto, un
xenoinjerto o bien con materiales aloplasticos. La ventaja de esta estrategia es
conseguir la expansion volumétrica del injerto, sobre todo en aquellos casos en
los que el autoinjerto es limitado. La combinacion también disminuye la
reabsorcion del injerto de hueso autélogo manteniendo un mayor volumen de
hueso injertado. La efectividad de combinar aloinjertos desmineralizados con
autoinjertos esta basada en el principio biolégico de que las sustancias
osteoinductivas proporcionadas por el aloinjerto, como la proteina morfogenética,
actuan como estimulo potente sobre las células osteoprogenitoras del autoinjerto
y de las células del lecho circundante obteniendo una respuesta sinérgica que
puede producir mas formacion de hueso que cuando ambos materiales se usan

individualmente,%*-%°-56.57.58
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3.3. Atrofia maxilar superior

Después de una extraccion dental el hueso alveolar reacciona remodelando su
estructura, con pérdida de hueso en su superficie externa y aposicion ésea en
las cavidades alveolares. Este proceso de atrofia por desuso generalmente
queda limitado al contorneado de la superficie alveolar. A largo plazo, se pueden
provocar pérdidas O6seas que pueden afectar a todo el complejo de hueso
alveolar y basal si se asocian unos factores de reabsorcion que pueden ser
mecanicos (la utilizacion de protesis dentales), anatomicos (la calidad y cantidad
de hueso previo) y biolégicos (sexo femenino, dieta y enfermedades

sistémicas).>®

Los cambios reabsortivos generales que se producen en crestas edéntulas

siguen los siguientes estadios:

a. Tras la perdida dentaria se comienza con una cresta en principio
suficientemente ancha como para acomodar la pieza que se acaba de

perder.
b. A continuacion, dicha cresta se afila sin perder inicialmente altura.
c. Posteriormente se aplana hasta el nivel de hueso basal.

d. Finalmente, el hueso basal se reabsorbe hasta quedar una cresta

concava.

Estos cuatro estadios han dado lugar a varias clasificaciones de los patrones de
atrofia de los maxilares como los de Atwood (1963)%°, Lehholm y Zarb (1985)°
Mish y Judy (1987)% y la de Cawood y Howell (1988).%®
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Los patrones y ritmo de reabsorcion de la cresta alveolar maxilar son diferentes
que los de mandibula. La especificidad de las estructuras anatémicas afectadas
justifica estas diferencias. La mas importante de todas ellas es el paladar, que
proporciona una gran extension de soporte para las protesis removibles y una
distribucion mas equilibrada de las fuerzas compresivas. Como consecuencia, la
cresta se reabsorbe de manera menos extensa y mas pausada que en la
mandibula. El patrén de reabsorcion habitual del maxilar es la reabsorcién de la
cara vestibular e inferior del reborde alveolar, desplazando el maxilar en una

direccion superior y posterior.®

Con la pérdida progresiva de hueso, las estructuras anatémicas de la cresta
alveolar se van alterando. Frecuentemente en el sector anterior encontramos
crestas muy estrechas con fusion de las corticales interna y externa. La altura de
hueso alveolar disponible en la zona anterior del maxilar es generalmente mayor
que en la zona posterior, pero puede reabsorberse hasta llegar al nivel de la
espina nasal anterior. Ademas del continuo proceso de remodelado del alveolo
maxilar, de la mala calidad de hueso tipo 4, muy esponjoso, sin resistencia a la
compresion de la parte posterior, también existe un potencial importante de
pérdida 6sea del hueso basal, que es dependiente de la expansién gradual de
los senos maxilares debido a la actividad osteoclastica de la membrana sinusal y
del aumento de la presién intrasinusal durante la espiracion. La fina membrana
mucosa ciliada que recubre el seno esta separada del periostio por una fina y
casi imperceptible lamina propia. Esta relacién tan intima a este nivel entre
mucosa y periostio parece aumentar la sensibilidad de este ultimo a cambios
discretos de presién intrasinusal. La presion intrasinusal positiva durante la
espiracion puede provocar el impulso para la expansién gradual del seno
mediante la induccién de la actividad osteoclastica en la capa periostica de la

membrana sinusal. El resultado es una atrofia del reborde alveolar muy severa
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que debera ser reconstruida, mediante la técnica de elevacion sinusal en

muchas ocasiones, para poder realizar la instalacion de los implantes.®

3.4. Elevacion de seno

Después de la pérdida de dientes en el maxilar posterior, el reborde alveolar
disminuye por atrofia 6sea y la osteointegracion de los implantes en estos

pacientes, con el seno maxilar neumatizado, es dificil de que se produzca.®®- °’-

68

Injertar en el suelo del seno maxilar es un método para conseguir la altura de
hueso suficiente para la inserciéon posterior de implantes y esta comprobada
como una técnica altamente exitosa y predecible para solucionar este problema
697071 con una alta supervivencia de los implantes (90% de los 3 a 5 afios).”*- -
" El procedimiento de “sinus lift” con injerto 6seo fue descrito por Tatum en 1975

y publicado por primera vez por Boyne y James en 1980.”°

La técnica de elevacién sinusal suele realizarse como procedimiento
ambulatorio. Aunque existen numerosas descripciones de la técnica de elevacion

sinusal, los pasos mas relevantes son:

1. Elevacion de colgajo mucoperiéstico suficientemente amplio.

2. Disefio de la osteotomia en forma de ventana con fresas o bisturi

piezoeléctrico.
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3. Elevaciéon cuidadosa de la membrana sinusal con curetas especiales de
diversas angulaciones. En caso de rotura de la membrana el injerto
particulado puede comunicarse con facilidad con el seno y sera

convenientemente reparado.”®
4. Instalacion del injerto.

5. Instalacién de las fijaciones cuando empleemos un injerto rigido, o en los
casos de relleno mediante material particulado cuando exista una altura
de hueso basal suficiente como para asegurar la estabilidad primaria de

las fijaciones.

6. Reposicién de la pared 6sea o bien una membrana en la pared anterior

de la ventana.

7. Sutura del colgajo.

Se han utilizado muchos materiales de relleno desde la descripcion de la técnica
en 1980. Inicialmente el hueso autdélogo fue el material de eleccién para todas
las reconstrucciones, pero muchos otros tipos de materiales se han utilizado con
efectividad en la elevacion sinusal (aloinjertos, xenoinjertos, materiales
aloplasticos y combinaciones de materiales) sin que ningun material haya sido

probado como el mas efectivo®-59-77.78.79,

Los implantes pueden diferirse o instalarse en el mismo momento de la elevacion
sinusal si se consigue una buena estabilidad primaria, con un alto porcentaje de

éxito en la supervivencia de los mismos.*°

Aunque la elevacién sinusal esta considerada un procedimiento relativamente

invasivo, tiene una incidencia relativamente baja de complicaciones intra y
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postoperatorias. La complicacion mas frecuente es la perforacion de la
membrana de Schneider que ocurre entre un 7% y un 35% de todos los
procedimientos de elevacién sinusal y puede comportar la contaminacion e

infeccion del injerto”2-73-74.76.81,

3.5. Ingenieriatisular

3.5.1. Definicion

Es un proceso que realiza la morfogénesis de nuevos tejidos formados a partir
de células aisladas, polimeros biocompatibles y factores de crecimiento? y
permite moldear el tejido de acuerdo con las necesidades bioldgicas de cada
paciente. Es un campo multidisciplinario de investigacion que aplica los
principios de la ingenieria y de las ciencias de la vida hacia el desarrollo de
sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcién tisular. Los
investigadores intentan conseguir este objetivo a partir de la unificacion de

conocimientos en quimica, fisica, biologia, ingenieria y de la medicina.

Para la formacion de nuevo hueso se necesitan células, matriz extracelular,
comunicaciones intercelulares, interacciones células-matriz, y factores de
crecimiento, todo ello depositado sobre una estructura tridimensional que permita
a las células migrar, proliferar, diferenciarse y depositar la matriz ésea para

35 82

formar hueso de una forma tridimensional A estas estructuras las

llamaremos armazones, moldes o matrices.
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3.5.2. Células paralaingenieria de tejidos 0seos

La fuente celular es el primer paso que nos planteamos en el desarrollo de la
ingenieria de tejidos 6seos. Una fuente ideal deberia ser faciimente aislable y
expandible, ser no-inmunogénica, no-tumurogénica, tener un potencial
osteogénico predictible, poder controlar la proliferacion celular y tener un patrén
de expresién proteica similar a los tejidos que van a ser regenerados para poder

controlar su adecuada integracion. ®

Podemos utilizar varios tipos de fuentes, células diferenciadas o células
indiferenciadas, pero estas deben ser facilimente expandibles puesto que en la
ingenieria tisular se necesita la utilizacién de gran cantidad de células.®® Entre
ellas podemos utilizar los osteoblastos y las células madre, principalmente las

células medre adultas.

— Osteoblastos:

La primera y la eleccibn mas obvia debido a su no inmunogenicidad es el
aislamiento de de osteoblastos de biopsias tomados del paciente (células
autdlogas), seguidos por expansiones in vitro. Esta metodologia tiene varias
limitaciones: la expansién requiere mucho tiempo, pocas células estan
disponibles después de la disociacion del tejido y la tasa de expansion es
relativamente baja, limitdndose asi, el numero de células disponibles que seran

implantadas en las matrices®.

— Ceélulas madre:

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura

53



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

Las células madre son células indiferenciadas que son capaces de
autorenovarse y dividirse indefinidamente, con la potencialidad de
comprometerse y diferenciarse a diversas lineas celulares si reciben los

estimulos adecuados, pudiendo asi regenerar tejidos. 3 -2

Las células madre tienen varios grados de diferenciacion potencial. Las mas
primitivas derivan del cigoto (oocito fertilizado) de las dos primeras divisiones,
son células totipotenciales puesto que son capaces de formar el embrion y el
trofoblasto de la placenta. Alrededor del 5° dia, estas células se empiezan a
especializar formando el blastocito. Especificamente las células madre
embrionarias derivan de la Masa de Células Interna (ICM) del blastocito. Estas
células pueden autorreplicarse y son consideradas células madre
pluripotenciales. Pueden diferenciarse en todas las células que deriven de las
tres capas embrionarias, el endodermo, el mesodermo y el ectodermo, pero no
pueden formar un embridén puesto, que no podran formar la placenta y los tejidos
de soporte. Finalmente las células madre multipotentes y unipotentes, conocidas
como las células madre adultas, son células indiferenciadas que estan en los
tejidos plenamente diferenciados, que son capaces de autorenovarse durante
toda la vida del organismo y diferenciarse a todas las células de la linaje
embrionario del tejido donde se ha extraido (multipotentes) o bien a un solo

grupo celular de la que son progenitoras (unipotentes).®®

Tedricamente, y contrariamente a las células madre embrionarias, estas solo
serian capaces de producir una limitada variedad de progenitores diferenciados,
relacionados con el origen embrionario de los tejidos de donde han sido
extraidos. Sin embargo, estas células pueden tener un alto grado de
diferenciacion plastica, que se define como la diferenciacién hacia otras lineas
celulares que no estén relacionadas con el origen embrionario del tejido en el

cual se han encontrado, dando lugar a diferentes fenotipos celulares®-%°.
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Los mecanismos bioldgicos del amplio potencial de desarrollo de las células
madre no son totalmente conocidos. Se pone el énfasis en el entorno en el cual
las células madre se depositan, el “nicho celular’®. El nicho es aquella situacion
de entorno tisular y de matriz extracelular que favorece la existencia de las
células madre en un estado indiferenciado. Este microambiente esta regulado
por unos condicionantes fisico-quimicos y una red de sefales, paracrinas y
autocrinas, que permite este estado indiferenciado y favorece la autorenovacion
celular. Determinados estimulos y la interaccién con otros tipos celulares y con
los componentes de la matriz extracelular se cree que influyen en la

diferenciacion de las células madre hacia los linajes encomendados.®’

— Células madre embrionarias:

Como ya se ha comentado, las células madre embrionarias se obtienen de las
ICM de los blastocitos. Fueron aisladas y cultivadas del raton en 1981 por
Evans.®*Mas tarde comprobaron que podian dar lugar a cualquier tipo de célula

somatica, incluidas las lineas germinales.?

En 1998 Thomson aislé células madre de la ICM de un blastocito humano y

desarrollo las primeras lineas embrionarias de células madre.%.

Las células madre indiferenciadas se caracterizan por 2 propiedades Unicas: su
casi ilimitada capacidad de autorenovarse y de diferenciarse a células
precursoras de las tres lineas embrionarias, siendo asi pluripotentes. Otras
propiedades son la clonogenicidad, las capacidad de producir células
germinales, la alta actividad de la fosfatasa alcalina, la expresion de antigenos

embrionarios especificos de estadiaje, como el SSEA-1, la expresién del factor

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura

55



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

de trascripcidon de las lineas germinales Oct-4 (que es el que mantiene a las
células madre en estado proliferativo indiferenciado), una alta actividad de la
telomerasa, y la regulacién de la autorregulacion de las células madre por la

citoquinas de la familia de la IL-6.%"

El potencial de diferenciacion se ha publicado por varios autores,
diferenciandolas hacia miocardiocitos, células hematopoyéticas, células
endoteliales, neuronas, condrocitos, adipocitos, hepatocitos, e islotes *-%
También se ha publicado la diferenciacién de células madre hacia osteoblastos

con la presencia de dexametasona. %

Sin embargo aunque las células madre tienen un gran potencial en la ingenieria
de tejidos tiene importantes inconvenientes. Se necesitan métodos que permitan
la diferenciacion directa de las células madre embrionarias, su diferenciacion
selectiva e integracion, asi como la funcién especifica de las células generadas
después de su transplante. También es necesario asegurar que las células
somaticas derivadas de las células madre embrionarias no son tumurogénicas.
Debe tenerse en cuenta la incompatibilidad inmunolégica entre las células
generadas por células madre embrionarias y el donante®. Por ltimo, deben
tenerse en cuenta los condicionantes éticos y sociales en la utilizacion de células

madre embrionarias para la medicina regenerativa.*

— Células Madre Adultas:

Las células madre adultas se encuentran en los tejidos plenamente
diferenciados del adulto. Hasta ahora se han encontrado células madre adultas

en la mayoria de los tejidos estudiados, en la sangre, el hueso, el periostio, el
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musculo, la grasa, en el cerebro, en la piel, en la pulpa, el periodonto y en el

hueso alveolar®®-% -%,

La médula ésea es una fuente importante y clasica de células madre,
encontrandose dos tipos diferentes de células madre, las células madre
hematopoyéticas, que dan Ilugar a células de linaje hematopoyético,
ampliamente estudiadas y utilizadas para los tratamientos de enfermedades
hematoldgicas y las células madre mesenquimales (MSCs), que tienen mucho
interés en el campo de la ingenieria tisular 6sea puesto que son células
multipotenciales con capacidad de diferenciarse a todos los tejidos del linaje

mesodérmico, y por lo tanto también al hueso.

La idea que la medula ésea contenia algun tipo de precursores osteogénicos se
inicio en 1963 cuando Petrakova y colaboradores mostraron que implantando
trozos de médula ésea bajo la capsula renal era posible obtener tejido dseo.
Después de esto Friedenstein publicé una serie de estudios in vivo que revelaron
la existencia de células madre osteogénicas en la médula dsea. Para
comprender mejor la naturaleza y origen de estas células desarrollaron un
meétodo para aislar células, que eran parecidas a los fibroblastos (fibroblast-like
cells), de la médula 6sea, basado en su capacidad de adherirse a los cultivos
tisulares plasticos.®” Mas tarde acufiaron el término de unidades formadoras de
colonias de fibroblastos (CFU-F) para describir estas células que eran

fibroblasticas, no fagociticas y clonogénicas en su naturaleza.?®

Casi 20 afos mas tarde, Caplan dio a estas células el nombre por las que se las

conocen hoy en dia, Mesenchymal Stem Cell (MSCs).%
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Se creia que las células madre adultas estaban comprometidas y restringidas a
diferenciarse hacia el linaje celular en donde se encuentra la célula. En 1994,
Caplan describidé que estas células, cuando son colocadas en medios de cultivo
adecuados, pueden diferenciarse hacia células de origen mesenquimal y
transformarse en hueso, cartilago, grasa, musculo, piel, tendén y otros tejidos de
origen mesenquimal, a través de un proceso que le llamdé Messengenic

process.'®

Sin embargo se ha visto que su plasticidad aun es mas alta de la esperada
pudiendo obtener diferentes tipos celulares, bien a través del fendmeno de la
transdiferenciacion, en la que una célula adecuadamente estimulada cambia de
linaje, habiéndose descrito el cambio de células neurales a precursores de
células hematopoyéticas, a musculo, que células de la dermis se han
transdiferenciado a tejido nervioso, musculo, grasa y otros, o por fenébmeno de la
diferenciacion cruzada en la que las células madre adultas de una determinada

linea embrionaria pueden diferenciarse hacia tejidos de otras lineas germinales.
35_101_102_103_104

Ademas de este potencial de diferenciacion, las MSCs presentaron otras
propiedades importantes. Pueden ser expandidas in vitro, a pesar de realizar
varios pases de cultivos no se diferencian espontaneamente, también se ha
sugerido que estas células poseen efectos inmunosupresores y que pueden ser

utiles para el transplante alogénico o xenogénico.*®

Compartiendo las mismas caracteristicas generales que las MSCs de la médula
6sea, podemos obtener MSCs del tejido adiposo. Estas han pasado a
denominarse células madre del tejido adiposo (ASC) por tener algunas

caracteristicas diferenciales que hacen que tengan un gran interés en la

Capitulo 3: Estado de la cuestion y revision de la literatura

58



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ingenieria de tejidos. Se encuentran en mayor numero que en la médula ésea,
entre 50.000 — 300.000 ASC por ml de aspirado'®'® o 2% de las células
mononucleares, pueden expandirse en condiciones estandares de cultivo y
tienen un potencial de crecimiento 7 veces mas rapido que las de la médula

osea.”’.

Para diferenciar las MSCs de otras células de la medula 6sea o de otros tejidos
mesenquimales y caracterizarlas se han aislado diversos marcadores de
superficie. Sin embargo muchos investigadores en sus trabajos sobre MSCs han
utilizado multitud de marcadores y de criterios para definir estas células. Con el
propésito de universalizar y estandarizar los criterios para definir las MSCs el
“‘Mesenchimal and Tissue Stem Cell Comité of the internacional Society for
Celular Therapy” propuso en 2006 unos criterios minimos para definir las MSCs

humanas:

1. Primero propusieron que las MSCs deberian ser células mononucleares
adherentes al plastico cuando sean mantenidas en condiciones de cultivo

estandares.

2. Segundo, que expresen unos antigenos de superficie determinados, el
CD105, el CD 73 y el CD90 en un 95%, y que no expresen (< 2%) los
antigenos CD45, CD34, CD14, CD19 y HLA clase Il.

3. El tercer criterio es que tengan una capacidad de diferenciacion
multipotencial, a osteoblastos, a adipocitos y a condroblastos, bajo

condiciones estandares de diferenciacion’?%-"¢,

Aunque las MSCs poseen muchas ventajas en sus usos para la ingenieria de

tejidos, tienen también algunos inconvenientes. Por ejemplo, el porcentaje de
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MSCs de la médula 6sea es muy bajo (1 en cada 100.000 células
mononucleares)'®. Este hecho hace que estas células deban ser expandidas
para su utilizacién en la ingenieria de tejidos 6seos. Las MSCs tienen una
capacidad diferente segun la edad, disminuyendo su potencial con la edad.
Finalmente, el conocimiento de los mecanismos y vias que dirigen hacia una

diferenciacion osteogénica final son atn escasos.'”

En general podemos afirmar que en este momento las MSCs presentan muchas
mas ventajas para la ingenieria tisular 6sea que las células madre embrionarias,
con un recorrido realizado mas importante y con unos resultados mas

ventajosos.

3.5.3. Matrices (armazones)

Cualquier tejido consiste en un matriz de varios tipos celulares. La matriz es en
vivo, un armazén tridimensional para células y las provee de un ambiente
estructural especifico. Ademas sirve de reservorio para agua, nutrientes,
citoquinas y factores de crecimiento. Asi, con el objetivo de restaurar la funcién y
de regenerar tejidos, se necesita un molde, un armazon, que actue como una
matriz temporal para la proliferacion celular y para el deposito de la matriz
extracelular, con el consecuente crecimiento intradseo, hasta que el nuevo
hueso sea totalmente restaurado o regenerado.110 Ademas, deberian actuar
como guias para la vascularizacion del nuevo tejido?'-**-'""°. Asi vemos que un
armazon 3-D es esencial en la estrategia de la ingenieria de tejidos. Sin embargo
es importante que éste tenga una serie de propiedades que lo hagan apto para
los objetivos de la ingenieria tisular. Ademas de escoger el material adecuado,

las propiedades bioquimicas, fisicoquimicas y geométricas del material son de
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mucha importancia. Estas propiedades afectaran no sélo a la supervivencia, a la
induccién, al crecimiento y a la reorganizacién celular sino también a la

expresion genética y a la preservacion del fenotipo.™"’

— Propiedades esenciales de las matrices:

Las siguientes propiedades han sido definidas como esenciales®-'"°-"".

a. Biocompatibilidad:

Las matrices deberian ser integradas en el tejido receptor sin provocar ninguna

respuesta inmune y no producir toxicidad.

b. Biodegradabilidad:

La velocidad de la degradacién del armazén debe ser ajustada a la velocidad de
crecimiento del nuevo tejido, de manera que en el momento que la lesién esté

completamente reparada, el armazén esté totalmente reabsorbido®.

c. Propiedades mecanicas:

In vitro, los armazones deberian tener la suficiente fuerza mecanica para
soportar presiones hidrostaticas y mantener los espacios necesarios para el
crecimiento celular y para la produccion de matriz. In vivo, debido a que el hueso

esta siempre bajo un estrés continuo, las propiedades mecanicas de la
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estructura implantada deberian coincidir con las del hueso nativo, de manera
que una movilizacién precoz de la zona lesionada sea posible’-"". Sin
embargo hay autores que opinan que las propiedades mecanicas son
secundarias puesto que el objetivo del armazén es soportar el crecimiento 6seo
y no el de proveer soporte a la carga mecanica. Cuando ésta sea necesaria se

pueden obtener a partir de los dispositivos ortopédicos apropiados®.

d. Osteoconduccion:

La osteoconduccion es el proceso mediante el cual las células osteogénicas
migran hacia la superficie del armazon a través del coagulo de fibrina, que se ha
foremado justo después de la implantacién del material.''?. Dependera de forma

importante de las propiedades del material y de su porosidad.

e. Propiedades de la superficie del material:

Las propiedades quimicas, el tamafo, la forma, y la rugosidad de la superficie

pueden controlar la adhesién y proliferacion celular.''3-""

Las propiedades quimicas estan en relacion a la habilidad de las células de
adherirse al material. Las propiedades topograficas son importantes cuando el

objetivo principal es la osteoconduccion.

La migracion de estas células osteogénicas a traves del coagulo causara la
retraccién temporal de la matriz de fibrina. Asi, es de vital importancia que la

matriz de fibrina esté muy asegurada en el armazoén, si no, al producirse la
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contraccién de la fibrina, ésta se desprenderia del armazon. De esta manera,
superficies mas rugosas retendran mejor a la matriz de fibrina que superficies
mas lisas facilitando la migracion de las células osteogénicas a la superficie del

material.'™®

f. Porosidad:

Los armazones deben tener un poro abierto, geométricamente interconectado en
una estructura altamente porosa con una amplia superficie que permita el
crecimiento celular interno y una distribucion celular correcta a través de la
estructura porosa, que facilite la neovascularizacién de la estructura creada a

partir del tejido circundante.

Ademas deben tener la microporosidad adecuada para permitir el crecimiento
interno de los capilares. Porosidad e interconectividad son también importantes
para la difusién de nutrientes y gases y para la eliminacién de los desechos
metabdlicos de las células que crecen en la armazon. También el grado de
porosidad afecta a otras propiedades como la estabilidad mecanica. Asi, la
eleccion de la matriz debera valorarse en relacion a todas estas caracteristicas y

a las necesidades mecanicas del tejido que debe ser sustituido®

g. Tamano del poro

El tamano del poro es muy importante, puesto que si los poros son demasiados
pequefios se pueden obstruir por las células impidiendo el crecimiento de las

mismas hacia el interior del armazén, impidiendo el crecimiento correcto de la
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matriz extracelular y bloqueando la neovascularizacion hacia el interior del

armazoén. El tamafio adecuado del poro debe ser entre 200 y 900 . '*®

Otras propiedades secundarias a tener en cuenta son que sea radiollucido para
que permita la identificaciéon del nuevo hueso del biomaterial; que sea facil de
manufacturar y de esterilizar con la creacion de moldes personalizados del
defecto a reconstruir, que actualmente se realizan con facilidad gracias a los
sistemas CAD-CAM,'" y finalmente, que sea facil de manipular en quiréfano

sobre todo para limitar el riesgo de la infeccion.

Tipos de biomateriales utilizados como armazones 6seos:

La seleccion del material mas apropiado para producir un armazoén para la
ingenieria ésea es un paso muy importante hacia la construccion de un producto
de ingenieria tisular, puesto que sus propiedades determinaran, en gran manera

las propiedades del armazon®.

Hasta este momento se han utilizado varios materiales como metales, ceramicas
y polimeros de origen natural o artificial. Sin embargo, la mayoria de metales y
muchas ceramicas no son biodegradables, lo que reduce el campo de estudio de
forma importante a un numero pequefio de cerdamicas y a los polimetros

biodegradables.

Las ceramicas pueden ser de origen natural (HA coralina o bovina) o sintético (-
TCP) Debido a sus propiedades interesantes, principalmente debido a que son
osteoconductivas, se ha utilizado mayoritariamente para la ingenieria tisular

6sea®. Se ha demostrado que con la utilizacién de ceramicas solas o con hueso
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autdlogo se obtienen buenos resultados a nivel de la regeneracion 6sea®-%°-""-78.

79

Sin embargo estos materiales tienen algunos inconvenientes, son fragiles, tienen
una estabilidad mecanica baja y su capacidad de reabsorberse totalmente es

dificil de prever.

Una alternativa es la utilizacion de polimeros reabsorbibles, que posiblemente en
un futuro seran el material ideal para la ingenieria 6sea. Actualmente los
polimeros son los mas utilizados en la ingenieria biomédica para la regeneracién
de tejidos conectivos blandos.'*® Estos pueden ser naturales o sintéticos. Los
polimeros naturales biodegradables son los obtenidos de fuentes naturales
(animales o vegetales) entre los que se encuentran el colageno, el fibrinégeno, el
chitosan, el almidén, el &acido hialuronico y el poly (hidroxibutirato). Las
principales ventajas de estos materiales son su baja inmunogenicidad, el
potencial comportamiento bioactivo con la capacidad de interactuar con el tejido
huésped, la versatilidad quimica y porque en algunos casos su fuente es casi

ilimitada como en el chitosan y el almidén.

Los polimeros sintéticos biodegradables son los mas comunmente utilizados en
el campo de la ingenieria biomédica. Su versatilidad quimica y su procesabilidad
varian de acuerdo con su estructura y naturaleza, de esta manera no se pueden
establecer comparaciones directas con los polimeros naturales. Los mas

utilizados son los poly (a-hidroxi acidos), como el acido polilactico y el acido

)120

poliglicélico,”® el poly (e-caprolactone y los poly (fumaratos de

polipropileno).™’
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3.5.4. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son citoquinas segregadas por células que
funcionan como senales moleculares. La union del factor de crecimiento con su
receptor emite la sefal intracelular que inicia diferentes acciones como la
estimulacién o inhibicion de la adhesién celular, la proliferacién, la migracién y
diferenciacion mediante la regulacion de la sintesis de proteinas, factores de

crecimiento y de receptores.

Estas moléculas son esenciales para la formacion de tejidos y tienen un papel

importante en la ingenieria tisular.

El hueso tiene una gran cantidad de factores de crecimiento. Los mas
importantes, con alguna aplicaciéon en la ingenieria tisular, son: las BMPs, el
TGFb, el FGFs, el VEGF, el IGF | y Il y el PDGF. '

Las BMPs son proteinas con gran capacidad osteoinductiva que fueron descritas
por M. R. Urist."® Estan agrupadas en la superfamilia de las TGF-b por su
similitud en la estructura proteica. Las BMPs estan generalmente atrapadas en la
matriz ésea, y también se expresan en las fases tempranas de la curacion de las
fracturas. Hay muchas BMPs descritas, pero las mas osteoinductivas son las
BMP 2, 4, 6 y 7, y pueden intervenir en la regulacion de otros factores de
crecimiento y, a su vez, éstos pueden regular la BMP. Su papel consiste en
reclutar MSCs hacia la zona de curacion y diferenciarlas hacia el linaje

osteogénico. '**
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Actualmente, las BMPs recombinantes se han utilizado en estudios preclinicos y
clinicos con buenos resultados, aunque su evaluacién es dificil puesto que las
dosis varian en gran cantidad haciendo dificil establecer la dosis adecuada para
su utilizacion en humanos, debiendo utilizar dosis mas altas que las utilizadas en

los estudios preclinicos®’.

Las acciones de la TGF-b1 y TGF-b2 son diversas, pero son las menos
especificas de la familia de las TGF-b. Son mitogénicas y angiogénicas,
estimulan la produccion de la matriz y estimulan la diferenciacion hacia hueso o

cartilago. '

Los IGF tienen acciones similares sobre el metabolismo 6seo, aunque el IGF | es
mas potente que el IGF Il. Se encuentra en el callo de fractura y se sabe que
estimula la sintesis de colageno tipo | y aumenta los porcentajes de aposicion de
la matriz. Mantiene la integridad del colageno en el microambiente &seo
disminuyendo la sintesis de colageno o disminuyendo la expresion de la

colagenasa intersticial por los osteoblastos™®.

El VEGF es un factor angiogénico potente que se expresa en una amplia
variedad de tejidos altamente vascularizados.'®® Se encuentra habitualmente en
los focos de fractura y en la placa de crecimiento y regula la vascularizacion a
través del reclutamiento de las células endoteliales con receptores de membrana
especificos para la VEGF hacia el lugar de la cicatrizacion.'?” También juega un
importante papel en la regulacion de la interaccion entre la osteogénesis y

angiogenesis.
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Los FGFs, principalmente el FGF-2, son otras citoquinas implicadas en el
proceso de remodelado 6seo. Se cree que estan implicadas en la regulacién del
mantenimiento del delicado equilibrio entre los osteoblastos y los osteoclastos.

También estimulan el desarrollo de nuevos vasos sanguineos'?.

El PDGF también tiene un papel en el proceso de regeneracion ésea y en la
curacion de las heridas. Esta producido por osteoblastos, plaquetas y
monocitos/macrofagos. Es mitogénico y estimula de forma importante la
quimiotaxis, induciendo la divisién celular en aquellas células con receptores
especificos. Mejora la curacién de las heridas al estimular la migracion de MSCs
a la herida,'® la regeneracion 6sea al aumentar la poblacion de osteoblastos,
aumenta la vascularizacion al estimular la proliferacion de las células
endoteliales y la regeneracion del tejido conectivo replicando y estimulando a los

fibroblastos'?.

Recientemente se ha sintetizado el PDGF recombinante (rh-PDGF). Ha
demostrado su efectividad en estudios preclinicos y clinicos en la regeneracion

de defectos dseos periodontales.'®

3.5.5. Bioreactores

La ingenieria tisular precisa de gran cantidad de células para poder regenerar los
tejidos®. Podemos obtener células madre de varios tejidos, en una cantidad
escasa, 0,001% de células mononucleares en médula 6sea y un 2% en tejido
adiposo, por lo que éstas deberan ser expandidas si queremos que el

procedimiento sea efectivo.
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Los medios de cultivo tradicionales permiten solo el crecimiento de un pequefio
numero de células. Son cultivos en una estructura bidimensional, son engorrosos
de realizar, lentos y laboriosos.” En estos cultivos bidimensionales, en los que
la relacion tridimensional normal de la matriz extracelular con las células esta
distorsionada, se puede alterar el comportamiento celular. Los métodos de
cultivos tradicionales requieren el empleo de profesionales altamente

especializados para controlar los cultivos de forma rutinaria y precisa.

El analisis de las interacciones celulares en medios tridimensionales nos permite
acercarnos mas a las condiciones que ocurren en el organismo en vivo "' y es lo

que se intenta reproducir en los bioreactores.

Los bioreactores son aparatos en los que las condiciones operacionales y
ambientales pueden ser monitorizadas y controladas para permitir o inducir los
procesos biolégicos o bioquimicos deseados.’® Se han utilizado para la

133_134

expansion celular, para la generacién de tejidos tridimensionales a partir de

135_136

células aisladas y matrices in vitro y para recrear las condiciones

mecanicas de los tejidos en desarrollo.™’

Se ha desarrollado tecnologia para obtener suficiente numero de células madre
indiferenciadas funcionantes. Esta incluye un bioprocesamiento de un solo paso
(single pass bioprocess) que permite la perfusion del medio y la monitorizacion
directa de la viabilidad celular y de la producciéon de metabolitos. También evita
la agregacion de las ceélulas madre y permite la purificacién de tipos celulares
especificos con la perfusién del medio de forma controlada por el bioreactor. Hay

varios tipos de bioreactores, pero en general aportan un sistema de cultivo
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dinamico, con un medio controlado que permite la expansion de las poblaciones

celulares.'®

La expansion de las células madre hematopoyéticas y sus progenitoras es mas
efectiva en bioreactores de agitacion (stirred) o en cultivos suspendidos." Por el
contrario, las células madre mesenquimales se cultivan generalmente en
bioreactores de perfusion porque consiguen una distribucion mas uniforme y la
expansién se produce sin la pérdida del potencial de diferenciacion multilinaje.
Los bioreactores de perfusion permiten que las células empapen una matriz

tridimensional.40-141

Mirando al futuro la aportacion de los bioreactores automatizados es
fundamental para el desarrollo de la terapia celular. La ausencia de manipulacion
humana aumenta la fiabilidad y asegura la reproducibilidad de los procesos de
cultivo celular. Los procedimientos de bioprocesamiento pueden aportar células
en un numero clinico relevante, con una estandarizacion biolégica completa.'*?
La tecnologia de los bioreactores permitiria crear auténticas factorias celulares

capaces de elaborar cultivos a gran escala.

3.5.6. Reconstruccion de maxilar con células madre
mesenquimales

Hasta la fecha se han publicado escasos articulos de la aplicacion de la
ingenieria tisular ésea en la reconstruccién de los maxilares en humanos. El
primer caso, fue publicado por R. Schmelzeisen y R. Schimming en el 2003, en
que realizaron la elevacion sinusal en dos pacientes y la reconstruyeron con
polimeros reabsorbibles embebidos de células osteoblasticas obtenidas de

cultivo de periostio mandibular.™® Un afio mas tarde, publicaron su experiencia
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sobre 27 pacientes en los que realizaron elevaciones sinusales. En casi un 30%
de los casos no obtuvieron una regeneracion 6sea correcta." En 2007, C.
Zizelmann, de la misma Universidad de Freiburg, confirmd estos resultados
sobre un grupo de 20 pacientes en los que realizé la reconstruccion de maxilar
posterior con la misma técnica de cultivo, en los que no detectd tejido 6seo en un

50% de los casos.'®

F.P. Strietzel en 2005 publicdé un caso de una reconstruccion transversal de
mandibula a partir de cultivos de periostio con polimeros reabsorbibles como
matriz, mostrando la formacion de hueso con un estudio histolégico a los 6

meses.'*®

El grupo de M. Ueda, de la Universidad de Nagoya en Japdn, realizdé varios
estudios en animales antes de aplicar su técnica en humanos. Utiliza en sus
aplicaciones lo que €l denomina hueso inyectable, que es la mezcla del cultivo
de células madre mesenquimales con plasma rico en plaquetas polimerizadas
con cloruro calcico y con trombina, de forma que la matriz es la propia malla de
fibrina. En 2005 publicd la reconstruccion en 6 pacientes realizando injertos de
recubrimiento y elevaciones sinusales.’” En 2006 realiz6 la reconstruccion de
una fisura alveolar con hueso inyectable soportado con técnica de regeneracion
6sea guiada.'® El mismo afio publicaron la misma técnica para mejorar los
resultados de una osteodistraccién vertical de un colgajo de peroné en
mandibula para la colocacién de implantes.® En 2008 presentd 14 pacientes en

los que realizé 6 elevaciones sinusales y 8 injertos onlay con la misma técnica.'

C. Beaumont en 2008, publicé los resultados de la misma técnica de la
Universidad de Freiburg sobre 3 pacientes en los que realizé elevaciones

sinusales bilaterales.™’
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Y.S. Shayesteh presentd en Agosto del 2008 a 6 pacientes en los que realizé
elevaciones sinusales bilaterales y los reconstruyé con células madre
mesenquimales cultivadas y expandidas durante 1 mes, unidas a una matriz de
B-TCP y HA, realizando a los 3 meses, al colocar los implantes, estudios

histolégicos e histomorfométricos.'

Aunque es lo mas novedoso e importante, el tratamiento con células madre no
es el unico campo de trabajo en la ingenieria tisular de la reconstruccién 6sea.
Se estan desarrollando importantes lineas de investigacion en el ambito de los
biomateriales con el desarrollo de nuevas hidroxiapatitas sintéticas, de proteinas
54 153 154

sintéticas que favorecen la osteopromocion, de polimeros reabsorbibles

y también acerca de los elementos inductores.

Los elementos inductores protagonizaron un impulso muy importante de la mano
de R.E. Marx'® y de E. Anitua'® en Espafa, popularizando la utilizacién del
plasma rico en plaquetas (PRP), sobretodo en casos de reconstruccion de

157_158

maxilar y provocando la publicacion de muchos estudios con resultados

dispares. Recientemente las publicaciones de J.O. Hollinger y otros autores

sobre la utilizacion de la rh-PDGF en los maxilares'®-1%°

y las primeras
publicaciones de A.S. Herford y P.J. Boyne de reconstrucciones exitosas con rh-
BMP, de defectos complejos de maxilar y de mandibula,'®'-'®? hacen que un
nuevo y prometedor camino en las reconstrucciones éseas de los maxilares se

abra ante nosotros.
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Hipotesis 1

HO: el seno reconstruido con BO + MSCs tiene la misma actividad formadora

de hueso que el seno reconstruido sélo con BO.

H1: el seno reconstruido con BO + MSCs tiene una mayor actividad

formadora de hueso que el seno reconstruido sélo con BO.

Hipotesis 2

HO: la cantidad de células formadoras de hueso obtenidas es independiente

de la cantidad MSCs aportadas a la reconstruccion.

Capitulo 4: Hipotesis

75



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

H1: el aporte de una mayor cantidad de MSCs a la reconstruccion

aumentara el numero de células formadoras de hueso.

Hipotesis 3

HO: el seno reconstruido con BO + MSCs tiene los mismos parametros

radiolégicos éseos que el seno reconstruido sélo con BO.

H1: el seno reconstruido con BO + MSCs tiene unos mejores parametros

radiolégicos éseos que el seno reconstruido sélo con BO.

Hipotesis 4

HO: el seno reconstruido con BO + MSCs tiene la misma morbilidad que el

seno reconstruido sélo con BO.

H1: el seno reconstruido con BO + MSCs tiene una menor morbilidad

postoperatoria que el seno reconstruido sélo con BO.
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Es un estudio fase 1 / 2 que evalla la utilizacion de MSCs en los injertos de
aumento del seno maxilar, para la reconstruccion de la atrofia posterior del
maxilar superior, y la posterior colocacion de implantes para la rehabilitacién con

protesis.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Centro Medico Teknon de

Barcelona (anexo 1).

5.1. Disefio del estudio

Es un estudio controlado, randomizado, en el que 5 pacientes seran estudio y el

propio control en forma de procedimiento “de boca partida”, realizado por el
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mismo equipo de cirujanos del Instituto de Cirugia Maxilofacial e Implantologia

del Centro Medico Teknon de Barcelona.

Estos 5 pacientes aportaran el material equivalente a 10 pacientes (al doble de
pacientes) al ser un mismo paciente experimento y control, obteniendo 42
cilindros 0seos, analizando en cada uno de ellos 18 parametros
histomorfométricos, evaluando 4 parametros radiolégicos y otros parametros

celulares y clinicos.

Los 5 maxilares edéntulos seran reconstruidos mediante la técnica de elevacion
sinusal bilateral, determinando de forma aleatoria el tratamiento con hueso
bovino esterilizado y desproteinizado (BO) en el lado control y con MSCs y
bovino esterilizado y desproteinizado (BO) en el lado estudio y posteriormente

evaluados con técnicas radiolégicas y de histomorfometria.

5.1.1. Seleccién de pacientes

Los pacientes son seleccionados de las consultas del Centro Medico Teknon de
Barcelona que acepten la inclusion en el estudio, firmen el consentimiento

informado (anexo 1) y cumplan los criterios de inclusion y exclusién (anexo 2).

— Ciriterios de inclusion:

= EI paciente debe presentar edentulismo total o parcial del maxilar

superior que afecta a ambos sectores posteriores y para el que, el
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tratamiento con implantes precisa la utilizacion de la técnica de elevacion

sinusal.

= El paciente tenga dientes o prétesis en la mandibula que ocluiran con los

implantes del maxilar.

= El paciente tenga la capacidad de comprender y firmar el consentimiento

informado elaborado.

— Criterios de exclusion:

= el paciente tenga sinusitis aguda

= el paciente presente patologia quistica o tumoral de los senos

= el paciente tenga fistulas orosinusales

= el paciente tenga historia de radioterapia en el area maxilofacial
= el paciente presente enfermedad neoplasica o inmunosupresion
= el paciente esté afecto de enfermedad psiquiatrica

= el paciente tenga enfermedad sistémica no controlada

= el paciente tenga patologia 6sea congénita

= el paciente presente alergias conocidas a materiales o farmacos
utilizados en el estudio (articaina, vancomicina, gentamicina, suero de

caballo, suero fetal bovino, Bio-Oss®)
= el paciente tenga adiccion activa al tabaco y a otras drogas

= el paciente tenga diversas patologias o circunstancias que afecten

adversamente al tratamiento
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= la paciente esté embarazada o no esté utilizando adecuadamente las

medidas de contracepcién adecuadas

5.2. Evaluacion de los pacientes

5.2.1. Historia clinica

Los pacientes seleccionados seran sometidos a una historia clinica médica
completa, historia clinica odontologica y exploracion oral completa registrando

los parametros mas determinantes (anexo 3).

5.2.2. Estudio radioldgico

La evaluacién radiolégica se ha realizado con una ortopantomografia digital y
con una tomografia computerizada (TC) de maxilar superior realizadas en el

mismo centro radioldgico con el mismo aparato .

— Evaluacion inicial:

Se realiza una ortopantomografia inicial (Fig.5.1.) y una TC del maxilar superior.
La tomografia nos permitira obtener informacién del alveolo, de la morfologia del

seno maxilar asi como descartar patologias sinusales.
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Se registran datos cualitativos en relacién a la morfologia del grado de atrofia de

la cresta alveolar segun la clasificacion de Cawood y Howell®®

y en relacion a la
calidad ésea segun la clasificacién de Lekholm y Zarb®' asi como datos
cuantitativos de altura y anchura de la cresta alveolar en milimetros (mm). (anexo

3).

Fig. 5.1. Ortopantomografia inicial. Se aprecia edentulismo maxilar con

atrofia severa posterior.

— Evaluacién a los 4 meses:

A los 3 meses y 3 semanas (4 meses) de la reconstruccion se realiza una nueva
ortopantomografia (Fig.5.2.) y una TC maxilar para evaluar la efectividad de la

reconstruccion y para planificar la instalacién de los implantes.

Se registran datos cuantitativos de altura y anchura de la cresta alveolar en mm.

(Fig.5.3. y Fig.5.4.) (anexo 4), asi como volumétricos en centimetros cubicos
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(cc.) y de densidades en unidades Hounsfield (U.H.) mediante el programa de

evaluacion Simplant® (SimPlant.10. Materialise, Leuven, Belgium). (Fig.5.5.)

Fig. 5.2.: Ortopantomografia a los 4 meses en los que se aprecia la

reconstruccion posterior del maxilar superior, con el aumento 6seo

en la cavidad sinusal.
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Fig.5.3.: TC a los 4 meses en los que se aprecia la reconstruccién posterior.

El manejo de las imagenes en el software, permite el analisis y las

mediciones desde varios ejes.

Fig. 5.4.: Mediciones de la altura por TC a los 4 meses para compararlos
con las mediciones intraoperatorias de altura de la reconstruccion.
Las medidas se tomaron de la cresta hasta la parte superior de la

ventana ésea.
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Fig. 5.5. Estudio de imagenes tridimensionales. La evaluacion de las

imagenes en el software nos permite el analisis de las densidades y

el calculo volumétrico de la reconstruccion.

— Seguimiento radiolégico:

Se realizan ortopantomografias de control a los 4 meses de la instalacién de los
implantes (Fig.5.6.) antes de la realizacién de la protesis dental, al afio de los

implantes y a los dos afos con la finalizacion del estudio.
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Fig.5.6.: Ortopantomografia a los 4 meses de la instalacion de los implantes.

5.3. Obtencién y preparacion de las células madre
mesenquimales

5.3.1. Técnica de la obtencién de las células madre
mesenquimales

La aspiracion medular se realiza en medio quirdrgico con anestesia local y

sedacion endovenosa.

Se obtienen las células madre mesenquimales de la cresta iliaca posterior
mediante aguja de puncion medular. Se realiza una puncion a nivel lateral de la
articulacion sacroiliaca en la unién del tercio superior con los dos tercios

inferiores. (Fig.5.7.)
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Se profundiza la aguja de punciéon hasta sobrepasar la cortical entrando en
hueso esponjoso realizando una aspiracion con presidon manual sobre un jeringa
de 20 cc. consiguiendo la obtencidon de aproximadamente 1 cc de material
hematico. (Fig.5.8.) Cada cc se cambia de jeringa, y el trécar que es biselado, se
rota unos 90 grados y se va profundizando milimetro a milimetro de forma que
siempre se recolecta en zona virgen, hasta obtener el volumen deseado de
aproximadamente 50 — 60 cc. (Fig. 5.9.) La aspiracion la realizamos de forma
subita, mililitro a mililitro, procurando que una brusca presion negativa logre
literalmente “arrancar” la célula mesenquimal de su nicho situado en la pared de
la trabécula 6sea. Se evalua el volumen aspirado y la concentracion celular del

aspirado (anexo 5).

Fig. 5.7.: Se localiza por palpacion la articulacion sacroiliaca. La puncion se

realiza lateralmente en su tercio superior pudiendo realizar dos o

tres entradas en hueso con una sola entrada cutanea.
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Fig. 5.8.: Se realiza una brusca aspiracion liberando rapidamente la presion

negativa para recolectar entre 1-2 cc de material en cada aspiracion.

Fig. 5.9.: La cantidad total de material obtenido oscila entre 50-60 cc. La

herida de la puncién no precisa sutura, se cierra por segunda

intencion con facilidad.

5.3.2. Aislamiento y expansion de las células madre
mesenquimales

El aspirado se transporta al Centre de Transfusions i Banc de Teixits de
Barcelona para el procesamiento celular en condiciones estancas y temperatura
estable a 4° C.
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Las células mononucleadas de la médula ésea aspirada son aisladas por
centrifugacién con gradiente de presion con la técnica de Ficoll. El Ficoll es un
liquido aceitoso que se afiade al producto celular recolectado y el conjunto se
somete a centrifugacién situando las células en estratos, segun su gradiente de
densidad. Los hematies se van al fondo y el aceite se sitla en medio creando
una interfase entre el estrato de las células polinucleadas y las mononucleadas.
Asi se logra que en el estrato mononuclear se recuperen mas del 80% de las

células mononucleadas del volumen total aspirado.®®

Tras la seleccion celular se inoculan aproximadamente 275 millones de células
en el Aastrom Replicell System (Aastrom Biosciences Inc. Ann Arbor, MI, USA),
un bioreactor de caracteristicas GMP, para su cultivo automatizado durante 12
dias a 37°C, en el medio Iscove Dulbecco modificado, suplementado con un 10%
de suero fetal bovino, 10% de suero de caballo, hidrocortisona (5X106 M),

sulfato de gentamicina (5 pg/ml), L- glutamina (4 mM), y vancomicina (20 pg/ml).

El corazén del bioreactor que tenemos a disposicidbn es una casete que se
desecha en cada proceso. Mide aproximadamente medio metro cuadrado.
(Fig.5.10.) Es una biocdmara estanca que mantiene una concentracion de
oxigeno y gases constante autocontrolada informaticamente. Una membrana
plastica se extiende a lo ancho de la biocamara y ofrece la superficie adecuada
para recibir y retener las células progenitoras que poseen una alta capacidad
adherente. En esta superficie se iran depositando las nuevas células fruto de la

proliferacion y la sustancia extracelular generada por estas.

El bioreactor perfunde automaticamente el medio de cultivo y lo renueva

continuamente ya que circula una sola vez por la biocamara (single pass
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perfussion). El flujo del medio sobre las células se realiza con una velocidad
variable que depende del tiempo transcurrido en el cultivo. Los primeros dias la
velocidad de circulacion es muy lenta y se acelera a medida que las células
proliferan, precisan mas nutrientes y generan mas citocinas y detritus por lo que
conviene aumentar tanto el nivel de nutrientes como intensificar el efecto de

lavado.

Durante el tiempo que dura el cultivo no interviene en absoluto la mano humana.
El sistema informatico controla todo el procedimiento. Los bidlogos se limitan a

tomar algunas muestras para controlar cualquier anomalia o contaminacion.

El resultado del procedimiento es la expansién de células progenitoras de linajes
mesenquimales y la inhibicién de la proliferacion de otros linajes como el
hematopoyético que en principio no nos sera util para el objetivo regenerativo de

los tejidos que trataremos.

Dos dias antes de la recoleccién, el medio de cultivo es cultivado para confirmar

niveles no detectables de bacterias, hongos contaminantes y endotoxinas.

A los doce dias se recolectan las células cultivadas. Dadas sus propiedades
adherentes debe realizarse el procedimiento de tripsinizacion, con tripsina y
EDTA, que logra “despegar” las células de la superficie plastica y las vierte en un

depésito.

La casete, la biocamara, se desecha siguiendo las normas habituales para

residuos biologicos.
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Siguen procesos de lavado y concentracion celular y se confirma que los
reagentes afadidos durante el cultivo estén bajo de los limites detectables
utilizando analisis ELISA. La citometria de flujo, analisis de viabilidad celular y
ensayos clonogénicos se realizan para confirmar la composicion y viabilidad de
la mezcla celular. Finalmente el producto es transportado al quiréfano en una
bolsa que contiene las células en suspension en un volumen de 5 a 15 mL de
Normosol y un 0,5% de albumina humana, liquido apropiado para la

supervivencia durante el transporte y la aplicacion.

En esta forma llega al quiréfano una mezcla de células madre mesenquimales,
células progenitoras y células endoteliales, producto celular que recibe el nombre

comercial de Tissue Repair Cells (TRC) ®."%

Se registra el volumen inoculado en el casete y el numero total de células, el
volumen liberado por el bioreactor, el numero total de células producidas asi

como el porcentaje de viabilidad celular (anexo 5).

Fig. 5.10.: Bioreactor de Aastrom y el casete desechable en donde se

realizara el cultivo y la expansién celular. (Imagen cedida por

Aastrom Biosciences Inc).
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5.3.3. Unién de las células madre mesenquimales con la
matriz

En el quiréfano, sobre superficie estéril y bajo manipulacién estéril, las MSCs se
mezclan con la matriz, el Bio-Oss® (BO) en su presentaciéon de 2 gr. (Geistlich
Pharma AG, Wohlhusen, Switzerland), hueso bovino esterilizado vy
desproteinizado, con una porosidad del 75-80 % y un tamafio de los cristales de
aproximadamente de 10 um, retirando el exceso de fluido mediante filtracién

bajo aspiracion de bajo flujo. (Fig.5.11.)

Finalmente se anade fibrina autdloga al producto para conseguir el volumen final
del injerto de 10 ml. (Fig.5.12.) La fibrina se obtiene segun la técnica de E.
Anitua'® para la obtencién de plasma rico en factores de crecimiento,
recolectando con pipeta de 500 pl la primera fraccion de la columna de
plaguetas, que es la fraccion rica en fibrina autéloga. Se activa la contraccion de
la fibrina con cloruro calcico convirtiendo la mezcla de las MSCs, la matriz y la

5

fibrina en un gel adhesivo'® siendo muy facil de manipular para transportar

hasta el lecho quirurgico.

Este procedimiento se realiza simultaneamente con la preparaciéon de la mezcla
control que sera la misma cantidad de BO que el estudio afadiéndole la misma
cantidad de fibrina antéloga y realizando el mismo procedimiento de activacién
con la fibrina autdloga. Estos procedimientos se realizan mientras hacemos la
elevacion sinusal, para tener el producto de injerto preparado al finalizar la
técnica quirurgica. Se registran el volumen de la mezcla de las MSCs con el BO,
el volumen de las MSCs con el BO y la fibrina y el volumen del BO con la fibrina

(anexo 5).
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Fig.5.11.: Dispositivo de filtracién a bajo flujo. En la parte superior de la

campana se retiene y se mezcla la matriz con las MSCs.

Fig. 5.12.: Mezcla de MSCs con la matriz, al afiadir la fibrina se consolida la
mezcla gelificandola de manera que puede ser manipulada en

blogue con facilidad.

5.4. Reconstruccién maxilar. Técnica quirargica

Al 12° dia de la obtencion de las MSCs se procede a la intervencion de la

elevacion sinusal bilateral segun una modificacion de la técnica descrita por

O.H.Tatum y publicada por P.J. Boyne.'®-"®
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La intervencion se realiza con anestesia local con Articaina suplementada con
sedacién endovenosa con Midazolam y Fentanilo. Se bloquea con la Articaina al
1:100000 los nervios infraorbitarios, los nervios palatinos anteriores, el nervio

nasopalatino y todo el fondo de vestibulo.

Tras comprobar la efectividad de la anestesia se realiza una incision crestal con
descargas anteriores en linea media y posteriores a nivel de la tuberosidad. Se
levanta el colgajo mucoperiostico exponiendo la pared anterior del seno maxilar

de forma amplia.

Se realiza la ventana dsea en la pared anterior del seno maxilar con fresa de
carburo de tungsteno del numero 8 de forma amplia, a 40000 r.p.m. con
abundante irrigacién con suero fisiolégico, registrdndose las dimensiones de la
ventana y los datos quirurgicos. Se retira la pared exponiendo la membrana de
Schneider y se procede a su diseccion separandola de las paredes del seno
maxilar hasta conseguir el bolsillo deseado a nivel subantral. La diseccién debe

ser muy cuidadosa para evitar perforar la membrana sinusal.

Se introduce el biomaterial escogiendo de forman aleatoria el lado estudio y el
lado control, registrandose en la hoja de recogida de datos asi como datos
volumétricos (anexo 5), y se repone la pared anterior de seno maxilar

engranandola en las paredes vestibulares del seno para su fijacion.(Fig.5.13.).

Se finaliza la intervencion reposicionando el colgajo y suturandolo con acido

polilactico del 4/0.

Capitulo 5: Material y métodos

95



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

Fig. 5.13.: Elevacién de la membrana sinusal a través de una ventana lateral

con relleno de la cavidad subantral con el biomaterial. Se
reposiciona la pared anterior del seno y se toman medidas

operatorias.

5.5. Controles postoperatorios

5.5.1. Postoperatorio inmediato

En el postoperatorio inmediato se prescribe tratamiento con Amoxicilina y Ac.
Clavulamico 500/125 mg cada 8 horas durante 7 dias, antiinflamatorios no

esteroideos con Ibuprofeno 600mg cada 8 horas durante 7 dias, Metamizol 2000
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mg cada 8 horas alterno en caso de dolor y tratamiento tépico con Clorhexidina
al 2% cada 8 horas durante 15 dias, asi como se instruye al paciente a unas
medidas de terapia fisica como son dormir en posicidon elevada, crioterapia las
primeras 24 horas, evitar la maniobra de Valsalva, lavados nasales con suero

fisioldgico.

Se realiza el control a la semana de la intervencion registrando cualquier
anomalia a nivel extraoral e intraoral como la tumefaccion y el hematoma, y
complicaciones como el sangrado, el dolor, la infeccién o fallos de sutura (anexo
6).

5.5.2. Postoperatorio tardio

Se realiza un nuevo control clinico al mes de intervencién registrando cualquier
incidencia y a las 14 semanas, antes de la toma de las biopsias y de la
instalacion de los implantes, para solicitar la TC y la ORTO de control y prescribir

las tetraciclinas para realizar la impregnacion antes de la toma de las biopsias.

5.6. Tomade biopsias y colocacién de implantes

5.6.1. Impregnacion con tetraciclinas

La impregnacion con tetraciclinas se inicia 17 dias antes de la toma de las

biopsias para obtener datos para la histomorfometria dinamica. Se realiza la
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siguiente pauta: Oxitetraciclina 250 mg cada 8 horas durante 3 dias, 7 dias sin
tetracciclinas , de nuevo Oxitetraciclina 250 mg cada 8 horas durante 3 dias mas

y 4 dias mas tarde se obtienen las muestras de hueso.

5.6.2. Toma de biopsia

Al 4° mes de la elevacion sinusal se toman las muestras de biopsia para hacer el
estudio histomorfométrico. Con anestesia local se realiza una infiltracion con
Articaina al 1:100000 bloqueando con los nervios infraorbitarios, los nervios
palatinos anteriores, el nervio nasopalatino y todo el fondo de vestibulo. Tras
comprobar la efectividad de la anestesia se realiza el lecho implantario en todos
los lugares en los que hemos planificado colocar los implantes con una trefina de
3 mm de didmetro externo y de 2 mm de diametro interno, con un contrangulo
reductor de 20:1 a 1500 r.p.m. y abundante irrigacion con suero fisiolégico. Se
realiza el lecho implantario con la trefina en el lado estudio, en el lado control de
todos los pacientes y también en hueso sano no reconstruido (region de la
premaxila que no estaba atrofiada) en 4 pacientes. Las muestras se procesan
para estudio a doble ciego por un observador independiente que extrae con
mucho cuidado los cilindros éseos de la trefina para preservar la anatomia de la
reconstruccion 6sea (Fig.5.14.) sin conocer el origen de la muestra y le adjudica
una etiqueta identificativa antes de remitirlo al laboratorio de anatomia patolégica

del Hospital de Mar de Barcelona.
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Fig. 5.14: Toma de los cilindros éseos para la histomorfometria realizando el

lecho implantario con una sola fresada.

5.6.3. Instalaciéon de los implantes

A diferencia de la técnica original de instalacion de implantes descrita por
Branemark, ' en la que el lecho implantario se realiza de forma progresiva con
la secuenciacion de fresas de diametro lentamente creciente hasta obtener un
tamano de 3 mm de diametro para instalar implantes de tamafio regular (3,75 - 4
mm), con la técnica de la trefina el diametro se obtiene en un unico fresado, al
ser el diametro externo de la misma, de 3 mm. Con este método deberemos ser
mas precisos en la realizacion del agujero al no tener margen para la

rectificacion en caso de error en la direccion y eje del fresado. (Fig. 5.15.)
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Todos los pacientes tenian una buena anchura crestal, con una buena cantidad
de encia adherida, lo que permitié realizar la técnica transmucosa instalando los
implantes directamente sobre el agujero del trefinado, a baja velocidad de 30
r.p.m. con un torque de insercién de 36 Ncm. (Fig. 5.15.) Al realizar una buena
reconstruccion de los sectores posteriores la altura dsea disponible es elevada lo
que nos permitid colocar implantes de larga longitud. En todos los pacientes se
instalaron implantes de 3i® (Implant Innovations, Estados Unidos ) de 4x15 mm
consiguiendo una retencion primaria clinica muy buena por lo se colocaron

pilares de cicatrizacion de 3-4 mm.

Fig. 5.15.: En la primera imagen observamos la comprobacién de las
direcciones y los ejes de los lechos implantarios con los
paralelizadores. En la segunda imagen apreciamos los implantes
instalados por via transmucosa con los pilares de cicatrizacion
colocados.

5.6.4. Medicion de la estabilidad mediante analisis de la
frecuencia de resonancia (Ostell®)

El analisis de la frecuencia de resonancia es un método diagndstico no invasivo,

h168

introducido por Meredith >"para valorar y monitorizar la estabilidad de la interfase
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hueso-implante, midiendo in vivo la frecuencia de resonancia mediante un
pequeno transductor unido al implante. El implante responde a un rango de
frecuencias de sonido mediante valores ISQ (coeficiente de estabilidad

implantaria).

Valores de 1SQ < 49 corresponden a implantes dudosos, con una posible alta
tasa de fracasos; valores de ISQ > 49 corresponden a implantes con una alta
tasa de éxito; valores de ISQ 60-65 corresponden a implantes aptos para carga
inmediata. La RFA es un método muy util para monitorizar la osteointegracion

antes de cargar el implante.'®-'7°

Se realizaron analisis de la frecuencia de resonancia de los 42 implantes el dia
de su instalacién (Fig. 5.16.) y el dia de la colocacion de la protesis. Se tomaron
3 mediciones en cada implante y se realiz6 la media debido a diferencias segun
la colocacion del transductor y en ocasiones a dificultades en la toma del registro

de los datos.

Fig. 5.16.: Toma de medidas de RFA con el Ostell de cada implante.
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5.6.5. Controles postoperatorios

De nuevo se prescribe medicacion postoperatoria consistente en Amoxicilina y
Ac. Clavulamico 500/125 mg cada 8 horas durante 7 dias, antiinflamatorios no
esteroideos, |Ibuprofeno 600mg cada 8 horas durante 7 dias y Metamizol 2000
mg cada 8 horas alterno en caso de dolor y tratamiento tépico con Clorhexidina

al 2% cada 8 horas durante 15 dias.

Se adapta la prétesis dental provisional en las primeras 24 horas al haber

realizado una técnica transmucosa rebasandola con Viscogel®.

Los controles se realizan al mes, a los 4 meses, en la colocacién de la protesis
definitiva, (Fig.5.17.) y cada 4 meses hasta la finalizacion del estudio a los 2

anos.

Se registran datos de salud periimplantaria como depdsito de placa, sangrado o
exudado gingival, imagenes de periimplantitis, dolor en el implante, movilidad del

implante y el fallo o no del implante (anexo 6).

También se registran datos generales de cualquier complicacion o efecto

secundario que pueda aparecer.
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Fig. 5.17.: Controles postoperatorios tras la colocacion de la prétesis dental:

clinicos y con la ortopantomografia.

5.7. Histologia e histomorfometria

Se remiten, identificados con letras clave para el analisis a doble ciego (anexo
7), los 42 cilindros Oseos obtenidos del trefinado a la seccidn de
Histomorfometria del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital del Mar de

Barcelona, para su procesado. Las muestras se fijaron en etanol al 70%, se
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deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y se incluyeron en
metilmetacrilato. Se obtuvieron secciones de 5 micras mediante un microtomo
especial para objetos duros, Leica 2255, con cuchilla de carburo de tungsteno.
Las preparaciones fueron tenidas mediante la tincién de Tricrémico de Goldner y
con la tincién de Von Kossa y se dejaron dos preparaciones sin tefir para su
observacién mediante microscopio de fluorescencia. Se practica la histologia
descriptiva y la histomorfometria manual. Los parametros histomorfométricos
estaticos y dinamicos nos permiten definir de manera cuantitativa las
caracteristicas estructurales y funcionales del hueso. Se determinaron los

siguientes parametros:'”"’

— Estaticos:

BV/TV Volumen trabecular (Bone volume, %): Es la relacién entre el
volumen ftrabecular total (matriz mineralizada mas osteoide) y el
volumen ocupado por las trabéculas mas la médula 6sea (volumen

total de la biopsia una vez eliminado el hueso cortical).

CV/BT Volumen cortical (Cortical volume, %). Es la relacion entre el volumen

cortical y el volumen total de la biopsia.

ES/BS Superficie de reabsorcion (Eroded surface, %): Es la relacion entre la
superficie de las lagunas de Howship trabeculares (con y sin

osteoclastos) y la superficie trabecular total.

Fib.V/BV Volumen de fibrosis (Fibrosis volume, %). Es la relaciéon entre el
volumen ocupado por fibrosis medular y el volumen de la biopsia una

vez eliminado el hueso cortical

N.Oc/B.Pm Indice osteoclastico (Osteoclast number, /mm): Es la relacién entre el

numero de osteoclastos y el perimetro trabecular total

0O.Th Espesor de los ribetes de ostoide (Osteoid thickness, mcm).
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Ob.S/BS Superficie osteoblastica (Osteoblast surface, %): Es la relacién entre la
superficie trabecular con osteoide recubierto por osteoblastos cubicos y
la superficie trabecular total

Ob.S/OS Superficie osteoblastica (Osteoblast surface, %): Es la relacion entre la
superficie trabecular recubierta por osteoide con osteoblastos cubicos y
la superficie trabecular recubierta por osteoide con y sin osteoblastos.

Oc.S/BS Superficie con osteoclastos (Osteoclast surface, %). Es la relacion entre
la superficie de las Lagunas de Howship trabeculares que presentan
osteoclastos y la superficie trabecular total

OS/BS  Superficie de osteoide (Osteoid surface, %). Es la relaciéon entre la
superficie trabecular recubierta por osteoide y la superficie trabecular
total.

OV/BV  Volumen de osteoide (Osteoid volume, %): Es la relacion entre volumen
ocupado por el osteoide trabecular y el volumen trabecular total (matriz
mineralizada mas osteoide).

Tb.N indice trabecular (Trabecular number, /mm). Es un indice de la densidad
trabecular.

Th.Sp Separacién trabecular (Trabecular separation, mcm). Es un indice de la
distancia que existe entre las trabeculas.

Tb.Th Espesor trabecular (Trabecular thickness, mcm). Indica el espesor medio
de las trabéculas.

— Dinamicos:

BFR/BS Grado de formacién ésea (Bone formation rate, mcm*mcm?day). Es

la velocidad de formacion ésea por unidad de superficie ésea.
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MAR

Mit

MS/BS

Grado de aposicion 6sea (Mineral apposition rate, mcm/day). Es el
espesor medio de la capa de hueso mineralizado que se depositaria
en las superficies de formacioén de las trabéculas por unidad de tiempo

considerando una formacién continua de hueso.

Tiempo medio de retardo de la mineralizacién (Mineral lag time, days).
Es el periodo de tiempo durante el cual el osteoide permanece sin
mineralizar, es decir, es el tiempo que transcurre entre la formacién
del osteoide y su subsiguiente mineralizacién. Un ribete de osteoide
sera tanto mas grueso cuanto mas rapida sea la sintesis de osteoide y
mas tarde éste en mineralizarse. Por consiguiente el grosor de un
ribete de osteoide depende, por una parte,del tiempo medio de
retardo de la mineralizacion y, por otra, de la velocidad de sintesis del

osteoide (velocidad de sintesis de matriz 6sea no mineralizada).

Superficie de mineralizacion (Mineralizing surface, %). Relaciéon entre
la superficie trabecular con marcajes de tetraciclinas y la superficie

trabecular total.

El célculo de los parametros dinamicos se realizé6 de acuerdo con el criterio

propuesto por Foldes'?

5.8. Analisis estadistico

Se recogen los datos, en el programa Excel: con los datos demograficos y

clinicos, con los radiologicos, con los datos operatorios y postoperatorios y con

los datos del analisis histomorfométrico.
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Se realizan los estudios con el programa Statgraphics Plus version 5.1 de cada
una de las tablas de datos, realizando un analisis descriptivo de todas las

variables y un analisis cruzado de algunas de ellas.

Se ha aplicado, a todas las variables estudiadas, una técnica ANOVA de
medidas repetidas. Un ANOVA porque el objetivo es comparar diferentes
técnicas de las que tenemos varios valores. De medidas repetidas porque las
diferentes técnicas se han aplicado a unos mismos individuos. Aplicar medidas
repetidas explica mejor la variabilidad porque cada individuo es control de él
mismo. En este caso era especialmente apropiado debido al reducido tamafio de

muestra. Se ha tomado como criterio de significacion una p<0,05
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CAPITULO 6:
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Evaluaremos todos los datos recogidos en este estudio, haciendo una valoracién

descriptiva inicialmente y posteriormente una valoracion analitica.

Se pondra énfasis en el analisis histomorfométrico.

6.1. Datos demogréficos

El estudio fue realizado sobre 5 mujeres con una media de edad de 51,3 afos
(37 -74,5 anos). 4 eran ex-fumadoras, 3 de ellas fumaron durante mas de 20
afios y hacia mas de 6 meses que no fumaban, una hacia mas de 20 afios que
habia dejado de fumar y otra nunca habia sido fumadora. Las pacientes CMT-
01,02 y 03 eran edéntulas, la paciente CMT-04 era edéntula posterior y la

paciente CMT-05 era edéntula superior y dentada inferior. Las pacientes CMT-01
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y 03 tenian implantes dentales en la mandibula, cargados previamente 5 afios y
1 ano respectivamente. La perdida 6sea se debié a periodontitis cronica y a
caries. La paciente CMT-02 tenia antecedentes de fractura subcondilea
mandibular. La paciente CMT-03 tenia historia de artrosis de la columna lumbar,
ulcera péptica e hipercolesterinemia. La paciente CMT-05 tenia historia de
polipos en cuerda bucal y hernia de hiato. La paciente CMT-01 presentaba

historia de osteoporosis ligera que aun no habia iniciado tratamiento. (Tabla 6.1.)

DATOS DEMOGRAFICOS

CMT-01 CMT-02 CMT-03 CMT-04 CMT-05

EDAD 74.5 37 58 45.8 411
EsTATUS Post- Anticoncep | Post- Anticoncepti | Anticoncepti
ESTROGENICO menopausica | tivos menopausica VoS VoS

si, no desde 20
FUMADORA No si, 20 anos - si, 30 afos si, 20 anos

afos
SEX0 F F F F F

Hernia hiato
Fractura Artrosis

Co-MORBILIDAD | Osteoporosis Polipos

mandibular | Ulcus péptico

vocales

Tabla 6.1.: Datos demograficos mas relevantes de los 5 pacientes del

estudio.

La calidad ésea en sectores posteriores fue mayoritariamente de tipo 4, segun la
clasificacion de Lekholm y Zarb, excepto en los pacientes CMT-02 y CMT-03 que
fue de tipo 2 y el grado de atrofia 6sea observada fue del tipo V y VI en todos los
pacientes excepto en el paciente CMT-03 en el que fue catalogado de IllI-V.
Estos datos condicionaron unos sectores posteriores con crestas planas o
céncavas con hueso de mala calidad, muy esponjoso, con pobre trabeculacién y
pérdida de la cortical en relacién a los sectores anteriores en los que la calidad

O0sea mayoritaria era de tipo 2 y 3, lo que indica una mejor trabeculacién y
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densidad con mejores corticales y unos rebordes crestales con alturas mas

conservadas. (Tabla 6.2.)

ATROFIA OSEA Y CALIDAD OSEA

CMT-01 | CMT-02 | CMT-03 | CMT-04 | CMT-05
MAXILAR ANTERIOR: ATROFIA
) Cc Vi cVv cl Cl cl
OSEA
MAXILAR ANTERIOR: CALIDAD
) 4 2 3 3 4
OSEA
MAXILAR POSTERIOR: ATROFIA DIl (R)

D VI DV D Il D VI
OSEA DV (L)
MAXILAR POSTERIOR: CALIDAD
) 4 2 2 4 4
OSEA

Tabla 6.2.: Valoracion del estado 6seo de los maxilares. Se muestra los

datos del grado de atrofia 6sea segun la clasificacion de Cawood 63

y de la calidad 6sea segun la clasificacion de Lekholm y Zarb ©' en
cada uno de los pacientes, diferenciando el maxilar anterior del

maxilar posterior.

6.2. Datos celulares

6.2.1. Recogida de células y expansion

Se aspiré una pequefa cantidad de médula ésea 54,54 ml (37,7-64 ml) de la
cresta iliaca posterior con una concentraciéon del aspirado de 18,1x10°ml a
66x10°%/ml que indican la cantidad total de células recolectadas de la médula
Osea, que seran células sanguineas, osteoblastos, grasa, células conectivas,
MSCs y células progenitoras. Después de aislar las células mononucleadas con
la técnica de Ficoll se sembraron de 236x10° a 301x10° de células
mononucleadas por inoculacién en el AastromReplicell System con un volumen

medio de 24.48 ml (17-31 ml). Después de los 12 dias de cultivo se obtuvieron

Capitulo 6: Resultados

113



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

entre 70x10° y 147x10° de soélo MSCs, células progenitoras y células
endoteliales (TRCs) con una viabilidad celular del 90-97% y un volumen medio
de 25,2 ml (18-42,5 ml.) (Tabla 6.3.)

El cultivo en el bioreactor de Aastrom se realiza a tasas especificas de
oxigenacion e intercambio del medio, que determinan la expansion selectiva de
células progenitoras. Esta tecnologia de perfusion continua, que renueva continua
y lentamente el medio de cultivo celular, ha demostrado mediante citometria de
flujo, ensayos clonogénicos y baterias de genes selectivas, que enriquece la
poblacion de células progenitoras de linaje endotelial y mesenquimal que expresan
marcadores Thy1+/CD14- entre 40 y 80 veces, las que expresan marcadores CD
105 entre 300 y 400 veces y las que expresan marcadores CD 90 unas 40-60
veces el numero inicial, al tiempo que reduce la presencia de células diferenciadas

y hematopoyéticas. (Graficos 6.1.y 6,2)

DATOS CELULARES — RECOGIDA DE CELULAS

CMT-1 CMT-2 CMT-3 CMT-4 CMT-5
VOLUMEN ASPIRADO ml 37,7 61 61 49 64
CONCENTRACION CELULAR
6 66 18,1 30,3 33,9 31,3
DEL ASPIRADO X 10°/ml
TOTAL CELULAS INOCULADAS
6 251 236 299 250 301
AL CASETE x10
VOLUMEN INOCULADO ml 31 25 17 25,7 23,7
VOLUMEN DEL PRODUCTO
42,5 22 25,3 18 18,2
LIBERADO ml
TOTAL DE TCRS PRODUCIDAS
6 147 69,5 114 117,3 120
PARA SER UTILIZADAS X10
VIABILIDAD CELULAR % 90 96 95 97 90

Tabla 6.3.: Datos celulares numéricos, de la recoleccién celular, después de

aislar las células mononucleares y después de la expansion.
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65+
60+
55+
50
:g: @ cmt-1
354 B cmt-2
ml 30 O cmt-3

257 O cmt-4
20+

15 B cmt-5
10+

\

X

wolumen aspirado ml wolumen inoculadot ml wolumen del producto
liberado ml

Grafico 6.1.: El volumen inoculado es menor del volumen aspirado al
concentrar sélo el volumen de células mononucleares. A pesar de
de representar sélo a las células mesenquimales y progenitoras,

debido a su expansion los volumenes son similares.

2500+
20007/
» 1500+ Ocmt-1
o @mcemt-2
o]
= cmt-3
E 1000 | .
ocmt-4
mcmt-5
5001 |
0

T T
concentracion total celular total célules inoculadas al total de TRCs producidas
del aspirado casete para ser utilizadas

Grafico 6.2.: La concentracion celular del aspirado es muy alta debido a que
contiene todos los tipos celulares de la médula ésea. En el
bioreactor sélo se inoculan las células mononucleadas que se han

aislado mediante la técnica de Ficoll. El total de células liberadas
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por el bioreactor es menor puesto que, de todas las células
mononucleadas, solo se han preservado las MSCs, las progenitoras
y las endoteliales (TRCs), aunque éstas estan presenten en altas

cantidades, gracias a la expansion conseguida con el bioreactor.

6.2.2. Correlacion del numero de células y formacién 0sea

Se realizé el andlisis estadistico en el lado estudio de cada paciente con el
objeto de correlacionar el numero final de células con el BV/TV para valorar la
formacion de hueso, con el ObS/BS para valorar la cantidad de osteoblastos y
con la FibV/BV para valorar la actividad celular. La correlacién es positiva y
significativa (p<0,05) con el ObS/BS. A mayor numero de células mayor valor del
ObS/BS. En los dos otros parametros estudiados no se aprecia correlacion
significativa. En la grafica siguiente se aprecia el sentido indicado de la

correlacion.

Grafico del Modelo Ajustado

10

Obs BS
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Anflimis de RegresiSn - Modelc Lineal ¥ = a + b*2

Varisble dependiente: Ob= BS
Varimhle independisnte: n® cel-lules

Error Batadistico
Parametro Eatimmcidn eatéandar T P-Valor
Ordanada -5,06417 3,40473 -1,48739 0,1608
Pendiente 0,07046044 0,0287757 2,44875 0,0293

Anfilimim ds la Varianes

Tuants Swuva ds cuadrados GL Cuadrads medio Coeeisnts—F P-Valoe
Nodelo 31,2077 1 31,5077 6,00 0,0293
Residuo 111,668 13 8,38083

Total (Corr.i 163,175 14

Coeficiente de Correlacidm = [,561835
B—cuadrado = 31,5658 porcentaje

6.3. Datos quirudrgicos

Se recogieron datos de la ventana quirlrgica realizada en la pared anterior del
seno maxilar, en relacién a su longitud y anchura, y se recogieron datos de la
altura de la reconstruccion inmediata conseguida con el biomaterial, que sera,
este Ultimo dato, el determinante en la comparacion de los datos de la

reconstruccion.

En relacion a la media, la longitud de la ventana 6sea fue de 16,8 mm (14-22
mm) en el lado estudio y de 18,8 mm (16-23 mm) en el lado control; la anchura

de 10 mm (9-15mm) en el lado estudio y de 10,6 mm (9-15 mm) en el lado
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control y la media de la altura ésea reconstruida fue de 16,6 mm (15-18mm) en

el lado estudio y de 17 mm (15-20mm) en el lado control.

La diseccién de la membrana sinusal se desarrollo sin incidencias excepto en el
paciente CMT-01 en el cual se registro una perforacion de 5 mm en el lado
estudio y otra perforacion de 6 mm en el lado control que se repararon con una

membrana de colageno sin provocar ninguna incidencia en el postoperatorio.

DATOS QUIRURGICOS

CMT-1 | CMT-2 | CMT-3 | CMT-4 | CMT-5
LONGITUD VENTANA ESTUDIO 17 16 15 14 22
ANCHURA VENTANA ESTUDIO 7 9 11 12 11
ALTURA RECONSTRUCCION ESTUDIO 18 18 17 15 15
PERFORACION MEMBRANA ESTUDIO No si-dmm No No No
LONGITUD VENTANA CONTROL 23 16 17 16 22
ANCHURA VENTANA CONTROL 9 9 11 9 15
ALTURA RECONSTRUCCION CONTROL 18 20 15 15 17
PERFORACION MEMBRANA CONTROL No si-6mm No No No

Tabla 6.4.: Datos recogidos de la morfologia de la reconstruccién durante la
intervencion quirdrgica. Son datos relativos a las medidas, en mm,
tomadas de la ventana realizada en la pared anterior del seno
maxilar, que condicionaran la altura de la reconstruccién. También
se registran incidencias intraoperatorias como la perforacion de la

membrana sinusal.

6.4. Datos radioldgicos

La altura media inicial fue de 7,46 mm (5,2 mm — 8,8 mm) en el lado estudio y de

8,16 mm (6,7mm-9,4 mm) en el lado control.
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El analisis de la altura media, conseguida a los 4 meses de la reconstruccion,
fue de 20,28 mm (16,8-23,8 mm) en el lado estudio y de 20,18 (16,4-22,2 mm)
en el lado control, con un incremento medio de la altura de 12,82 mm en el

estudio y de 11,9 mm en el control.

La anchura media inicial fue de 6,32 mm (2,5mm-8,5mm) en el lado estudio y de

6,78 mm (3 mm-9,5mm) en el lado control.

A los 4 meses la anchura media fue de 7,2mm (4,4 mm-10 mm) en el lado
estudio y de 6,14 mm (5,2 mm — 7,3 mm) en el lado control. Al realizar el injerto a
nivel subantral, dentro de las paredes Oseas del seno maxilar, no debe haber
variaciones en relacion a la anchura de la cresta alveolar que es parametro

clinico que nos interesa valorar.

La comparacién de la altura quirdrgica de la reconstruccion con la altura
radiolégica conseguida a los 4 meses muestra un incremento medio en la altura

de la reconstruccion de 3,68 mm en el lado estudio y de 3,18 en el control.

En cuanto al célculo de volumen la media del lado estudio es de 4,424 cc (3,66-
4,94 cc) frente al control de 3,816 cc (2,65-5,0 cc).

Las densidades medias en el lado estudio es de 1024 UH frente al lado control
que es de 1041,75 UH, despreciando el control del paciente CMT -03 que sufrié

una infeccion, en el lado control, con la consiguiente perdida de densidad ésea.
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DATOS RADIOLOGICOS

ALTURA ANCHURA VOLUMEN INCREMENTO
ALTURA ANCHURA DENSIDAD
4 MESES 4 MESES | RECONSTRUIDO DE ALTURA
cMT-1
7 23,8 2,5 4.4 4,56 1120,24 + 569,32 16,8

ESTUDIO
cMT-1

7,7 22,2 3 5,2 3,98 1150,85 £ 472,58 14,5
CONTROL
CMT-2

8,8 20,2 6,1 7 4,72 1132,49 £ 504,77 11,4
ESTUDIO
CMT-2

9,4 20,8 5.1 6 417 1126,02 + 498,49 10,8
CONTROL
CMT-3

8,5 19,6 8 6,4 3,66 862,36 + 528,66 11,1
ESTUDIO
CMT-3

8,7 20,2 8,2 5,6 2,65 533,82 + 401,87 11,5
CONTROL
CMT-4

5,2 21 6,5 10 4,24 868,29 + 417,22 15,8
ESTUDIO
CMT-4

6,7 21,3 9,5 7,3 3,25 1028,81 + 429,30 14,6
CONTROL
CMT-5

7,8 16,8 8,5 8,2 4,94 789,00 + 565,20 9
ESTUDIO
CMT-5

8,3 16,4 8,1 6,6 5,03 795,64 + 515,46 8,1
CONTROL

Tabla 6.5.: Datos radiolégicos recogidos de la comparacion de las TC. Las

medidas de altura y anchura estan expresadas en mm. Las medidas

de volumen son cc. y la densidad en UH.
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6.4.1. Relacion altura clinica intraoperatoria con la altura
radioldgica de la reconstrucciéon alos 4 meses

El incremento de altura del anadlisis radiolégico a los 4 meses en relacién a la
altura quirurgica conseguida con la reconstruccion es discretamente favorable al
lado estudio aunque la diferencia no es estadisticamente significativa.(Grafico
6.3.)

25+
o altura 4 meses
M altura quirofano
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Grafico 6.3.: Alturas comparativas entre el lado estudio y lado control, el dia
de la reconstruccion (altura quiréfano) con la altura radiolégica por

TC a los 4 meses (altura 4 meses).
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

®© 6F 1
O ; — ]
S s T f
m| 4+ ]
yo : i 1
= 3 s
o

2 [ e _
£ 1
O oar ]
(@) r
£ ot -

control estudi
factor

Andlisis de la Varianza paraincrament d algada - Sunas de Cuadrades de Tipo III

Tusnte Suna de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-T p-valor

EFECT0] PRINCIPALES

A:factor 0, 625 1 0,625 0,10 04,7635
RESIDUOS 51,576 8 6, 147
FOTAL (CORREGIDO) 52,201 9

Los cocientes F estan basados en el error cuadrdtico medio residual.

6.4.2. Volumen de lareconstruccion

Las diferencias del volumen reconstruido son favorables al lado estudio, pero

tampoco son estadisticamente significativas. (Grafico 6.4.)
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Grafico 6.4.: Diferencias comparativas del volumen reconstruido entre el
lado estudio y el lado control.
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Andlisis de la Varianza paravolum reconstrult - Sumas de Cuadradoz de Tipo IIX

Fuente Suna de ouadrados L Cuscrado Medio Coclente-F P=Yaloy

EFECTOS PRINCIPALES

A:factor 0, 92416 1 0, 92416 1,72 0, 2260
RESIDUOH 4,29584 8 0,53658
T0TAL (CORREGIDQ) 282 ¢

Loz cocientes F estan basadoz en el error cuadratico medio residual,

6.4.3. Densidades de la reconstruccioén

No hay diferencias significativas en el analisis de densidades. Se ha excluido el

paciente CMT-03 al sufrir una infeccion en el lado control.(Grafico 6.5.)
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Grafico 6.7.: Calculo comparativo de densidades a partir de las medidas de
laTC.
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Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
1160 7

1060 - ]

densitat
3

(o]
(2]
o
I
|

760 & - ]
control estudi

factor

Andlisis de la Varianza paradensitat - Sumas de Cuadrados de Pipo III

Fuants Susa da cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor

EFECTD3 PRINCIPALES

A:factor 1843, 48 1 1833, 48 0,04 0, t4a0
REJIDIO3 JHNLI0 3 46798,9
fOFAL (CORREGIDO) 376275, 0 9

Los cocientes # estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.
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6.5. Curso postoperatorio

6.5.1. Complicaciones y efectos secundarios de la obtencion
de células de la cresta iliaca

Ningun paciente presenté efectos secundarios ni complicaciones en relacion a la
puncion para obtener células de la cresta iliaca. Como dato significativo, a parte
de la dosis de analgesia inicial en el acto intraoperatorio, ningun paciente precis6

de analgesia postoperatoria. (Tabla 6.6.)

COMPLICACIONES Y EFECTOS SECUNDARIOS

DE LA OBTENCION DE CELULAS DE LA CRESTA ILIACA

CMT-01 CMT-02 | CMT-03 CMT-04 | CMT-05
DoLOR No No No No No
HEMATOMA No No No No No
COJERA No No No No No
NECESIDAD ANALGESIA No No No No No

Tabla 6.6.: La puncion en cresta iliaca posterior no comportd ninguna

molestia a los pacientes.

6.5.2. Complicaciones, efectos secundarios de la
reconstruccion

En relacion a la reconstruccion, el paciente CMT-01 presenté inflamacion en el
lado control y estudio. Los pacientes 3, 4 y 5 presentaron inflamacién y

hematoma postoperatorio en el lado control pero no en el lado estudio. La
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paciente numero 3 presentd una infeccidon postoperatoria a las tres semanas de

haber realizado la elevacion sinusal en el lado control. (Tabla 6.7.) Todos los

pacientes mantienen una buena salud periimplantaria y estabilidad de la

reconstruccion y del tratamiento rehabilitador.

No se aprecio ningun efecto secundario relacionado con la terapia celular.

COMPLICACIONES, EFECTOS SECUNDARIOS DE LA RECONSTRUCCION

CMT-1 CMT-2 CMT-3 CMT-4 CMT-5

HEMATOMA ESTUDIO Moderado no No No No
HEMATOMA CONTROL | Moderado no Importante | moderado | Moderado
INFLAMACION

Moderado no No No No
ESTUDIO
INFLAMACION

Moderado no Importante | Moderado | Moderado
CONTROL
DOLOR ESTUDIO No no Si No No
DOLOR CONTROL No no moderado No No

Tabla 6.7.: Datos postoperatorios de la morbilidad de la reconstruccion del

maxilar mediante la elevacion sinusal.

6.6. Estudio histolégico

Se obtuvieron 40 muestras de biopsia de los 5 pacientes tratados, desechando 5

de ellas puesto que se estropearon durante el proceso de manipulacion, al retirar

el cilindro de hueso de la trefina, no pudiendo conservar integra la estructura
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Osea para obtener los datos para la histomorfometria. Después del procesado de

datos se obtuvieron resultados histolégicos e histomorfométricos.

6.6.1. Histologia descriptiva

En las muestras analizadas se aprecié una buena formacién de hueso maduro
con estructura trabecular, con abundante tejido osteoide recubierto por
osteoblastos, con frecuencia rodeando a restos del biomaterial. Se observaron
lagunas osteocitarias en hueso maduro con osteocitos vivos en su interior,
abundante tejido conectivo y fendmenos de remodelado con osteoclastos en las

lagunas de Howship. (Fig. 6.1.,6.2.y 6.3.)

No se pudo apreciar diferencias claras entre las muestras analizadas, excepto en
la ausencia de biomaterial en las muestras correspondientes a hueso normal no

reconstruido.
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Fibrosis [l Osteoide [ | Hueso mineralizado
Il Xenoinjerto

[
Il Xencinjerto [l Ostecide Hueso mineralizado

Fig. 6.1.: Preparaciones con la tincién de von Kossa. Al lado de cada
imagen se representa un esquema de los distintos elementos que

observamos en la preparacion.

En la primera imagen se representa el cilindro de la biopsia, a 10 aumentos,
observando la una gran actividad celular con la formacién de hueso

mineralizado, areas de fibrosis y actividad de hueso osteoide.

La segunda imagen es un detalle de la primera, a 20 aumentos, en donde
podemos observar el fendmeno de la osteoconduccion con el crecimiento del

hueso a partir de las particulas del biomaterial.
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Fibrosis [l Ostecide [ | Hueso mineralizado
Il Xcnoinjerto 7Y Osteoblastos Osteoclastos

o9

Fibrosis [ Ostecide [ | Hueso mineralizado
© Osteocitos ¥ Y Osteoblastos [ £ | Osteoclastos

Fig. 6.2.. Preparaciones con la tincion de tricrémico de Goldner a 40
aumentos. Al lado de cada imagen se representa un esquema de
los distintos elementos que observamos en la preparaciéon. (la

primera imagen esta cedida por Aastrom Biosciences Inc.).

Se observa la formacion de hueso maduro con lagunas osteocitarias con
osteocitos vivos en su interior, la formacién de osteoide con osteoblastos en
empalizada y tejido conectivo, siendo éste ultimo, signo de actividad celular al
estar alrededor de los lugares de mayor formacion 6sea. También se aprecian
restos de particulas del biomaterial y fendmenos de remodelado con

osteoclastos formando las lagunas de Howship.
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%0

Osteoide [ | Hueso mineralizado

Fon

Fibrosis Osteoide [ | Hueso mineralizado

Fibrosis

Fig. 6.3.: Preparaciones con el microscopio de fluoresceina, a 20 aumentos
la primera imagen y a 40 aumentos la segunda. Al lado de cada
imagen se representa un esquema de los distintos elementos que
observamos en la preparacion. Con el microscopio de fluoresceina
estudiamos el frente de mineralizacion, la interfase de osteoide con

el hueso mineralizado.

En la primera imagen se observan muchos marcajes, lo que indica mucha
superficie trabecular que estd muy activa, mineralizando. La doble linea de
osteoide indica la captacion por este tejido de las tetraciclinas y de la nueva
captacién que se tiene lugar 7 dias mas tarde con la segunda toma de las

mismas, pudiendo calcular de esta manera la tasa de formacioén de nuevo hueso.

En la segunda imagen se aprecia la formacién de una osteona.
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6.6.2. Andlisis histomorfomeétrico

El analisis de los resultados, con una técnica ANOVA de medidas repetidas con
criterio de significacion de una p<0,05, no muestra ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre los tres grupos. El grupo estudio (s), que es
un sector posterior del maxilar reconstruido con MSCs y BO, el grupo control (c)
que es el sector posterior del maxilar reconstruido con BO vy el tercer grupo que
son las muestras de hueso nativo-normal (n) no reconstruido de los sectores
anteriores del maxilar superior, sin atrofia, en los casos en los que se colocaron

implantes en dicho nivel.

A pesar de no obtener diferencias significativas, si que se observan algunas
tendencias estadisticas, que posiblemente tendrian relevancia con una mayor

amplitud de la muestra.

Capitulo 6: Resultados

132



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

— Volumen cortical (CV/BT):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

16 - - ]
13 F .
10F < ;
7h ;
4 1 :
1 :
2L A

—
CDl
>
@)

Tratamiento

Andlisis de la Varianza paraCV BT - Sumas de Cuadrados de Tipo IIT

Fuente Juma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 401,058 Z 200,329 1,61 0,2166
B:Paciente 1094,92 4 21,11 2,20 0,0931
RESIDUOS 3135,91 30 124,53
TOTAL {CORREGIDO) 3242, 84 36

Los cocientes F astdn basados en el srror cuadrdtico medio residual.

Con relacién al volumen de hueso cortical no hay diferencias significativas en
ninguna de las tres muestras, pero si que se aprecia una tendencia a tener

menos cantidad en la muestra estudio.
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— Volumen trabecular (BV/TV):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

48F
a4t
40t
36
320
28 -
24 |

BV TV

C n

Tratamiento

Anflis=iz de la Varianza paraB¥V TV - Jumas de Cuadrados de Tipo IIT

Fuanta Juma ds cuadrados GL Cuadrado Hadio Cocisnta-F P-Valor
EFECTO3 PRINCIPALES
A: Tratamiento 587,749 2 293,874 1,91 g,1651
B: Pacisnte 3249,99 4 812, 499 5,29 0,0024
RESIDUOS 4607, 0G 30 153,569
TOTAL (CORREGIDO) 8083, 75 Jde

Los cocientes F estédn basados en el error cuadrédtico medio reaidual.

La tendencia en la cantidad de hueso trabecular es mayor en el hueso alveolar

de la premaxila que en los sectores reconstruidos, en los que se aprecia una

leve diferencia, a favor del lado estudio en frente al control, en la formaciéon de

nuevo hueso trabecular.

El valor medio es, en el hueso nativo de la premaxila de 36,2% (+ 18), en el
control de 29,6% (+ 12,6) y en el lado estudio de 32% (+ 15,4).
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— Espesor trabecular (Tb.Th):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

740 T
640 |

i 540

o E
2 440 ¢

340

240 |

Anélizizs de la Varianza paraTh_Th - Sumas de Cuadrados de Tipo III

n S

Tratamiento

Fusnte juma

de cuadrados

GL Cuadrado medio Coclenta-¥ P-¥alor

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 273704,0 2 136092,0 2,07 90,0723
B:Pacienta 1,03171E6 4 257921,9 5,41 0,0021
REG IDUGS 1,43038E6 30 47679,2
TOTAL (CORREGIDO) 2,14639E6 36

Los cocientes F estin basados en el error cuadratico medio residual.

Hay mayor grosor trabecular en el

reconstruidos.

hueso nativo que en

los sectores
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— Separacion trabecular (Tb.Sp):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

1350 [

1150 |

Y

| 950 |

Tb_S

750 -

550

Andlisis de la Varianza

Tratamiento

paraTh Sp - Sumas de Cuadrados de Tipo III

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado Madio Cociente-F P-Valor
EFECTOZ PRINCIPALES

A:Tratamisnto 574957,0 2 207478,0 1,30 0,2877
B:Paciente 1,588652E8 4 471629,0 2,13 0,1014
REIIDUOS §,63913E6 1) 221304,0

TOTAL (CORREGIDO)

9,273308E6 36

Los cocientes F astén basados en el error cuadritico medio residual.

Hay menor separacion entre trabéculas en el lado estudio frente al control y al

hueso nativo.
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— indice trabecular (Tb.N):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

1,38 [

Tratamiento

Andlisis de la Varianza paraTh N - Sumas de Cuadradoes de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 0,908354 2 0,454177 2,13 0,1362
B:Paciente 2,04823 4 0,512057 2,40 0,0717
RESIDUOS 6,39018 30 0,213006

TOTAL (CORREGIDO) 9,48551 36

Los coclentes F estédn basados en el error cuadratico medio residual.

El resultado del indice trabecular traduce un mayor numero de trabéculas en el

lado estudio frente al control y al hueso nativo.
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— Volumen de osteoide (OV/BV):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

22F .
1,8 - -
1,4 -

1k i
0,6 - -
0,2 - -

02+t 4
c n S

Tratamiento

>
nJl
>
o

Andlisis de la Varianza parat¥_BY - Sumas do Cuadrados de Tipo III

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrads Madio Cociente-F P-¥alor

EFECTO3 PRINCIPALES

A:Tratamiento 4,4262 2 2,2131 1,28 0,2916
B:Paciente 39,0832 4 9,76581 5,67 0,0016
RESIDUCS 51,697 30 1,72323
TOTAL {CORRBGIDO) 94,762 35

Log cocientes F estin basados en el error cuadritico medio residual.

El grupo estudio, con MSCs y BO, presenta un mayor volumen de osteoide que

el grupo control y que el hueso nativo.
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— Superficie de osteoide (OS/BS):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

14 F 3
12 - .

10 - .

0S_BS

Tratamiento

Andliais de la varianza para0d B3 - Sumas de Ciadrados de Tipo III

Fuanta Juna de cuadeados GL Cuadrado Hedio CocLanta-P P-Valor

EFEZTOZ PRINZIPALES

A: Pratamiento 38,714 2 19,357 0,38 0, 6392
B:Paciente 519,978 < 29,99 2,53 g, 0ell
RESIDUOS 1541, 12 30 51,3707
TOTAL (CORRESIDG) z102,52 36

Ios cocisntes F satin bazados an sl srror cuadrdbico wedio residual.

Practicamente no hay diferencia entre los grupos estudio y control en relacion a
la superficie de osteoide que ocupa la superficie de las trabéculas, aunque si es

mayor que en el hueso nativo.
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— Superficie osteoblastica (Obs/OS):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

40 F :

R

Obs_0OS

C n S

Tratamiento

Anilisis de la Varianza para0bs 08 - Sumas de Cuadrados de Tipo III

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento 1132,76 2 566,30 2,18 0,1300
B:Paciente 8300,95 4 2075,01 1,99 0,9002
RESIDUOS 7800, 66 30 260,022
TOTAL (CORREGIDO) 171326,8 36

Los cocientes F estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.

Aqui también los grupos de estudio y control presentaron una mayor superficie
de osteoide recubierto con osteoblastos (referido a la superficie trabecular

recubierta por osteoide total, con y sin osteoblastos) que el hueso nativo.
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— Superficie osteoblastica (Obs/BS)

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC
4F ]

Obs BS

C n S

Tratamiento

inaliziz de la Varianza paralbs BS - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALEE

A:Tratamiento 9,03077 2 4,51533 1,04 0,3674
B:Paciente 210,107 4 52,5266 12,05 0,0000
RESIDU0S 130,513 30 4,36043

TOTAL {CORREGIDO) 351,788 36

Los cocientes F oestan basados en el error cuadratico medio residual.

Exactamente la misma observacién que en apartado anterior. Aqui existe una
mayor superficie de osteoide recubierta por osteoblastos referida a la superficie

total trabecular en los grupos estudio y control en frente al hueso nativo.
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— Espesor ribetes de osteoide (Oth):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

19,8 F 7
17,8 ]

— 158} 4

Ot

13,8 s

11,8 F 1 1

9,8 L il
Tratamiento

Andlisis de la Varianza paraOth - Sumas de Cuadrados de Tipo III

Fuente duma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-valor

EFECTO3 ERINCIPALE3

A:Tratarisnto 49,7733 2 24, 00¢7 0,54 0,5866
B: Pacierte 284,167 1 71,0418 1,33 0,2132
RE3IIDUOS 1375, 04 30 45,9348
TOTAL (CGRREGIDO) 1718, 08 36

Lioa cocientea F eatdn basados en el error cuadritico medio residual.

Tampoco hay grandes diferencias entre los tres grupos en relacion al espesor de

los ribetes de osteoide, aunque el grupo estudio tiene un menor espesor.
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— Superficie de reabsorcion (ES/BS):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

12j ]
10 - 1
8L 1

ES BS

6
ar .
| ]
0

C n S

Tratamiento

Andl:-s:8 da la Varianza parald B - Susas ds Cuadrados ds Tipo CIC

Fusnta Juma &s cuadrados GhL Cuadrado Madio Cocisnta-F P-¥alar

EFECT03 PRINCIPALES

A: Tratanisnto 80,9916 2 10, 4350 1,29 0,2911
8: Pac_eate 623,004 4 155,231 1,36 0,003
REJIDUOT 944,565 a0 31, 4355
POPAL (CORREGIDO) 1634, 2 36

309 cocientes F estdn ba=acos en el error cuadritico medio residual.

La superficie de reabsorcion es la superficie que ocupan las lagunas de Howship
en la superficie total de las trabéculas. Es discretamente menor en el grupo de

estudio que en el grupo control y también en el hueso nativo.
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— Superficie con osteoclastos (Ocs/BS):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

1.5 ]

Cc n S

Tratamiento

Andlisis de la Varianza paraOcs B9 - Jumas de Cuadrados de Tipo III

Fuante Suma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
EFECTOS PRINCIPALES

A:¥rataniento 0, 778925 2 0,389463 0,80 0, 4599
8: Paciente 7,25617 4 1, 81404 3,71 0,0143
REJIDUOI 14, 6545 k] 0, 400402

TOTAL (CORREGLDO) 22,4313 36

Loa cocientea F eatén basados en el error cuadrético medio reaidual.

Se observa menor cantidad de superficie trabecular con osteoclastos en los

sectores reconstruidos que en el hueso nativo.
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— Indice osteoclastico (NOc/BPm):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

0,24 F 3
02F 1
10,16 F ]

10,12 -
O L ]
OI 0,08 |- 1
Z 0,04 ]

)= ]
C n S

Tratamiento

B Pm

Andlisis de la Vaclanza pacal 0 B P - Jumas de Cuadcadus de Tipu IIT

Fusnt= Suma de cuadrados GL Cuadrado Madio Coci=nt=-F P-vyalor

EFECTOJ PRINCIPALEJ

A:¥ratamiento 0,0104163 2 0,00520817 0,32  0,7304
B: Pacients 0,397893 4 0, 0994732 6,06  0,0011
RESIDUOS 0,492198 30 0, 0164066
SOTAL (CORREGIDO) 0,897745 36

Loa cocientes P eatén basados en el error cuadrético medio residual.

El indice osteoclastico es la relacién entre el numero de osteoclastos y el
perimetro trabecular total, en el que no hay practicamente ninguna diferencia
entre los dos grupos control y estudio, pero si una muy discreta tendencia a ser

menor en el grupo estudio.
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— Volumen de fibrosis (FibV/BV):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

70f

50 -

30|

FibV_BV

10 |

10 & ]
C n S

Tratamiento

Anilisis de la Varianza paraFibV BV - Sumas de Cuadrados de Tipo ITI

Fuants Susa de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Yalor

EFECTO3 PRINCIPALES

A:Wratauisntn S405, 21 2 2002, &1 2,7 0, 124A
B: Pacisnts 20656, 5 4 5164, 12 4,11 0, 0090
RESIDUOI 37666,2 30 1255, 54
TOTAL (CORREGIDO) 63449, 3 k[

Loz coclentez ¥ estén bagados en wl error cuadrdtico medio residual.

El volumen de fibrosis esta mas aumentado en el grupo estudio que en los otros
dos. El valor medio es de 13,49% (+18,67) en el hueso nativo, de 17,28 (+18,58)
en el lado control y de 39,70 (£60,58) en el lado estudio.
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— Superficie de mineralizacion (MS/BS):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

1Zj ]
10 [ .
8L .

MS_BS

6
41 ]
2
0

Tratamiento

Analisis de la Varianza parsNd BY - Jumas de Cuadrados de Tipo III

Fuarta Juma ds cuadrados GL Cuadrado Medio Cocisnte-F P-yalor

EFECTO3 PRINCIPALES

A:Trataziento 34,9462 1 21,4131 0,43  0,6428
B: Pacierte 484, 644 1 121, 1€1 1,98  0,1241
RESIDUOS 1775,26 29 61,216

POPAL (CGRREGIDO) 2315,26 35

Los cociantes P =stdn basados =n =1 =rror cuadritico medio cesidual.

La superficie de mineralizacion (con marcajes de tetraciclina) esta discretamente
aumentada en el grupo estudio frente a los grupos control y hueso nativo, que

son iguales.
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— Grado de aposicion 6sea (MAR):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

1,41 F :

1,21 _ .

o 1,01
<
= 0,81

0,61 - .

0,41k - ]

Tratamiento

Andlisis de la Yarisnza paraMAR - Sumas d9 Cuadrados de Tipo IIIL

Fuente fuma de cuadradoa 6L Cuadvado Medio Cociente-F P-Valor

EFECT0] PRINCIPALED

A:¥ratamiento 0, 807598 2 0, 403799 0,76  0,4749
B: Pacisnte 3, 98265 4 0, 995662 1,88  0,1401
RESIDUOS 15,3265 29 0,5285

SOTAL (CORREGIDO) 20,05 35

Los cociantes F astdn basados an al srror cuadrdtico medio residual.

El MAR es un parametro dinamico que indica la cantidad de hueso mineralizado
que se deposita por unidad de tiempo. El MAR es mayor en el grupo estudio que

en el grupo control y mayor que en el hueso nativo.
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— Tiempo medio de retardo de la mineralizacion (Mit):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSC

180 F 3
140 [ 1
100 ]

Mit

Tratamiento

Anflisis de la Varianza paraNlt - Jumas ds Cuadrados da Tipo ITI

Fusnta Juma ds cuadrados GL Cuadrado Madio Cocisnta-F P-Valor

EFECTO] PRINCTPALE]

A:Tratamisnto 27544, 5 2 13772,3 0,48 0, 6231
B: Paciente 74628, 1 4 13657, 0 0,635 0, 6334
RESIDUOB 807028, 0 23 28822, 4
TOTAL (CORREGIDO) 897376, 0 34

Los cocientes F estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.

El periodo de tiempo en el que el osteoide se mantiene sin mineralizar es mayor

en los sectores reconstruidos que en hueso nativo.
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— Grado de formacioén 6sea (BFR/BS):

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD
(x0,001)

BFR BS

Tratamiento

Andlisis de la Varianza paraBFR BS - Sumas de Cuadrados de Tipo III

Fianta Juna de cuadrados GL Cuadrado Madio Cocianta-¥ P-valor

ETECTO] PRINCIPALES

AiTratamiento 0, 000305402 2 0,000152731 0,30 0,7443
3: Pacientse 0,00174012 4+  0,000435029 0,83 0,35054
RISIDUOS 0,0143442 29 0,000511369
TOTAL (CORREGIDO) 0, 0168653 35

Los cociantes ¥ astén basados an el arror cuadritico medio residual.

El grado de formacion ésea es el volumen de hueso trabecular mineralizado que
se forma por unidad de superficie y por unidad de tiempo. Es practicamente igual

en los tres sectores, pero muy discretamente aumentado en el lado estudio.
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De los muchos articulos publicados sobre la reconstruccion del maxilar superior
con elevaciones sinusales, la mayoria basan su valoracion en criterios clinicos y
radiolégicos y pocos lo hacen en estudios histoldgicos e histomorfométricos. De
estos estudios los mas destacados son los de A. Scarano que. sobre un total de
de 94 pacientes y 144 elevaciones sinusales, realiza una extensa revision de 9
biomateriales, obteniendo cifras variadas de formacion de hueso nuevo entre el
30-40 %, concluyendo que con pequefas diferencias todos los biomateriales
tienen una buena biocompatibilidad, que consiguen una buena formacion de
nuevo hueso siendo, quien tiene los mejores datos histomorfométricos, el hueso

autélogo®.

Z. Schwartz estudia diversas mezclas de aloinjerto con otros biomateriales,
obteniendo resultados histomorfométricos superiores con la mezcla de aloinjerto
y acido hialurénico, aunque la mezcla con hidroxiapatita bovina (Bio-Oss®)

también tiene buenos resultados. '
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Se han publicado datos histomorfométricos favorables al aloinjerto con hueso

antdlogo, "“a la hidroxiapatita bovina (Bio-Oss®) mezclado con hueso

76 1a no

autélogo'”®, al hueso autélogo de calota frente a injerto de cresta iliaca
diferencia entre la utilizacion de hidroxiapatita bovina 0 mezclada con hueso
autdlogo'”’, la efectividad de los copolimeros de PLA/PGA (Fisiograft®) '"® y las
pocas diferencias entre aloinjerto, la hidroxiapatita coralina y bovina mezcladas

todas ellas con hueso autélogo y PRP'"®

Sélo unos pocos estudios basados en el analisis histomorfométrico emplean el
modelo de estudios a boca partida. Con este tipo de estudios se eliminan o se
minimizan al maximo algunas de las variables que condicionan los resultados'®
pudiendo concentrar el estudio a unas pocas variables, en este caso,

principalmente al material de la reconstruccion.

J.T. Krauser publicé un caso de elevacion sinusal bilateral, en un lado utilizé un
xenoinjerto con hueso autdlogo e hizo la biopsia a los 8 meses. En el lado
contrario utilizé un xenoinjerto con un péptico sintético, el P-15 e hizo la biopsia a
los 4 meses. A pesar de la diferencia de meses en la maduracién del hueso las
cifras de hueso vital fueron similares en los dos grupos, 16% en el xenoinjerto

con hueso autélogo y 14% en el xenoinjerto con el P-15."8"

D Smiler publica un caso de elevacién sinusal bilateral, reconstruyendo un seno
con una mezcla de xenoinjerto y aloinjerto y el otro seno con la misma mezcla a
la que se ha anadido el péptico sintético P-15. La histomorfometria demuestra un
porcentaje de hueso vital del 45% en la mezcla de la reconstruccion con P-15y

de un 13% en el contralateral '®
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M Peleg publicé un estudio sobre 156 elevaciones sinusales, 38 de las cuales
eran bilaterales, que reconstruyé de forma diferente segun el lado, uno con
hueso autélogo y el otro lado con una mezcla de xenoinjerto (Bio-Oss®) con
hueso autdlogo. Realizd controles clinicos y de supervivencia de los implantes
concluyendo que la mezcla de xenoinjerto con hueso autélogo es efectiva para la
reconstruccion maxilar. Entre los 4-8 meses realizd la toma de biopsia
apreciando un hueso esponjoso bien formado con ribetes de osteoide y con una
tasa de formacion de hueso nuevo global del 27-36%, aunque no da los datos

comparativos.'®

G Szabd en 20 pacientes que precisan elevacion bilateral reconstruye un lado
con TCP B y el contrario con hueso autélogo. A los 6 meses, al instalar los
implantes, realiza la toma de 80 biopsias. Observa un nuevo hueso formado
similar en todas las biopsias, con volumen 6seo de 36;47% 6,9 en el lado del
TCP B y de 38,34%%7,4 en el lado del hueso autélogo, no presentando

diferencias significativas entre ambos lados."®*

Por ultimo SJ Froum publicé un estudio a boca partida, a doble ciego y aleatorio,
sobre 13 pacientes en los que realizé una elevacién sinusal bilateral,
reconstruyendo un lado con un aloinjerto (Puros®) y el contrario con un
xenoinjerto (Bio-Oss®). Entre los 6 y 8 meses se tomaron muestras de biopsias
apreciando una mayor cantidad de hueso con osteoide rodeando a las particulas
de biomateriales y una formacién de hueso del 35, 9% (siendo vital un 28,25%)
en el aloinjerto y un 12,44% (siendo vital el 12,44%) en el xenoinjerto,

concluyendo que el material mejor de injerto es el aloinjerto°.
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En nuestro estudio sobre 5 pacientes, a los 4 meses de la reconstruccion se
observo una formacion de hueso del 29,6% en el xenoinjerto (BO) i del 32% con

el xenoinjerto y las células madre mesenquimales (BO + MSCs).

Como vemos nuestros datos se correlacionan bien con los datos publicados en

la literatura, en los que se aprecia una correcta formacién de hueso después de

la elevacion del seno maxilar con diversos biomateriales. (Tabla 7.1)

Ne MATERIAL TIEMPO HuEso DIFERENCIAS
CASOS FORMADO
KRAUSER y Xeno-autoinjerto/ | 8 meses 16% No valorable
2000 xeno+P-15 4 meses 14%
SMILER Xeno-aloinjerto/ 13%
2001 1 idem+P-15 4 meses 45% No valorable
;gcl‘)ie 38 Xer;cL-:) liJ:j)::isrtO/ 4-8 meses 27- 36 % No diferencias
SzABO TCP B/ 36,47% . ,
2005 20 autoinjerto 6 meses 38.34% No diferencias
FrROUM Aloinjerto/ 35,9% . -
2006 13 xenoinjerto 6-8 meses 12,44% Mejor aloinjerto
’ Xenoinjerto/ o
gAOAOFgI 5 xenoinjerto + 4 meses 23?;2/) No diferencias
MSCs °

Tabla 7.1.: Tabla comparativa de diversos estudios de reconstrucciones

maxilares con elevaciones sinusales con el procedimiento de boca

partida, en los que se han realizado estudios histomorfométricos

A pesar que los estudios de boca partida disminuyen la variabilidad, como vemos
los criterios de valoracion son muy dispares, no pudiendo extraer conclusiones

de las comparaciones entre los estudios, ademas, son pocos los estudios
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realizados, los materiales son diferentes, los tiempos de evaluacion inconstantes,
siendo este dato muy importante cuando se trata de valorar la formacion de
nuevo hueso y los siendo los parametros histomorfométricos utilizados
equivocos. Aunque hay diferencias de procedimientos con nuestro estudio, a
nivel del tiempo y de los criterios de evaluacion, nuestros resultados se
correlacionan bien con los descritos. A pesar de que el tiempo de evaluacién es
mas corto que los estudios de Szabo, Froum, Smiler, Krauser, e igual al del
estudio de Peleg, la tasa de formacién de nuevo hueso se relaciona bien con

estos estudios, tanto en la reconstruccién con BO y MSCs como con el BO.

Nuestro trabajo tiene una ventaja importante frente a los estudios revisados. La
obtencion de las muestras nos ofrece una oportunidad Unica para analizar los
fendmenos del metabolismo 6seo que se producen en el seno maxilar a los 4
meses de haber realizado el injerto, al comparar el lado control, el lado estudio y
poder comparar ambos resultados con el metabolismo normal de zonas del

maxilar no reconstruidas en cada individuo en concreto.

Aunque es un dato muy importante, en nuestro estudio no solo nos planteamos
cuantificar la cantidad de hueso formado, como realizan en la mayoria de
estudios histomorfométricos de reconstrucciones de seno maxilar referenciados,
sino que al realizar una histomorfometria completa, nos permite estudiar el resto
de fendbmenos que acontecen en el proceso de osteoconduccién, de integracién
y de remodelacion del injerto en el seno maxilar. No hemos encontrado estudios
publicados en los que hayan realizado una histomorfometria completa, por lo que

los analisis comparativos son muy dificiles de realizar.

Obtuvimos 35 muestras de biopsia, de los 5 pacientes tratados, para evaluar con

la histomorfometria. Al analizar el estudio histomorfométrico observamos leves
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diferencias entre las muestras, pero tras el analisis estadistico de las mismas,
entre el lado control y el estudio, no se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas, pero tampoco se apreciaron diferencias con los datos obtenidos en
el hueso nativo, no reconstruido, de la parte anterior del maxilar superior. Esto
nos indica que la reconstruccion del maxilar superior con la técnica de elevacion
sinusal da unos buenos resultados, en el lado control y en el lado estudio,
equiparando la calidad del hueso obtenido al hueso nativo del maxilar anterior.
Este dato es relevante sobre todo si tenemos en cuenta que la calidad de hueso
del maxilar posterior es inferior, en condiciones normales, a la del maxilar
anterior, y especialmente en aquellos casos en los que hay una atrofia de la

region posterior que condicionara la realizacién de la reconstruccion.'®

Analizaremos por separado los diversos parametros estudiados.

— En relacién al volumen de hueso cortical:

Se aprecia una tendencia a tener menos cantidad en la muestra estudio. La
colocacion de hueso a nivel del seno maxilar produce mayoritariamente gran
cantidad de hueso esponjoso, con muy poca cantidad de hueso cortical que se
halla principalmente a nivel del reborde alveolar. Esta hecho, al ser menor en el
grupo estudio, podria ser debido a dificultades técnicas en la obtencién y
procesado de la biopsia al perderse el ribete de hueso cortical del reborde

alveolar del maxilar superior.

— La tendencia en la cantidad de hueso trabecular:

Es mayor en el hueso alveolar de la premaxila que en los sectores reconstruidos,

en los que se aprecian una discreta diferencia a favor del lado estudio en la
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formacion de nuevo hueso trabecular. Posiblemente la formacién del nuevo
hueso trabecular estd mayoritariamente influenciada por la capacidad
osteoconductora del biomaterial y es probable que todavia no haya transcurrido
el tiempo suficiente para que los grupos de estudio con BO y MSCs (algo
superior) y el grupo tratado solo con BO consigan el volumen 6seo que tiene el

hueso nativo.

El valor medio es en el hueso nativo de la premaxila de 36,2% (+ 18), en el
control de 29,6% (x 12,6) y en el lado estudio de 32% (£ 15,4).

— En relacién a la morfologia de las trabéculas:

El mayor grosor trabecular en el hueso nativo que en los sectores reconstruidos,
nos indica una menor estimulacion de la dinamica 6sea en el nuevo hueso
neoformado, siendo por tanto el grosor de las trabéculas formadas de nuevo

menor que el grosor de aquellas trabéculas que ya han realizado una funcion.

La menor separacion entre trabéculas que se aprecia en el lado estudio frente al
control y al hueso nativo traduce la probable mayor actividad celular en el lado
estudio, con la formacién de mayor cantidad de trabéculas y con el consiguiente

menor espacio entre las mismas.

El resultado del indice trabecular traduce un mayor numero de trabéculas en el
lado estudio frente al control y al hueso nativo, reflejando la mayor actividad de

las células madre en la formacion de hueso trabecular.
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En resumen en el grupo estudio con BO y MSCs existe mayor numero de
trabéculas con mayor conexion intertrabecular, pero son mas delgadas. Esto
indica que la arquitectura 6sea de este grupo esta mas conservada y por lo tanto

es menos fragil.

— En relacion a la formacion de osteoide:

El mayor volumen de osteoide del grupo estudio podria ser debido a que las
células inyectadas provocarian una mayor formacién de osteoblastos con un

aumento en la formacion de los ribetes de osteoide.

Los grupos estudio y control tienen mayor superficie de osteoide que el hueso

nativo lo que significa una mayor formacién de nuevo tejido éseo.

Los grupos estudio y control presentaron una mayor superficie de osteoide
recubierto con osteoblastos, tanto referida a la superficie trabecular como
referida a la superficie de osteoide, que el hueso nativo, lo que indicaria una
mayor actividad de formacion ésea en frente a la actividad del hueso nativo, que

€S menaor.

Tampoco hay grandes diferencias entre los tres grupos en relacion al espesor de
los ribetes de osteoide, indicando una actividad de formacion de hueso de una
calidad similar entre los grupos, aunque el grupo estudio tratado con BO y MSCs

tiene un menor espesor.

En resumen el lado estudio forma mas osteoide con mayor superficie pero

menos grueso.
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— En relacién a la reabsorcion:

La superficie de reabsorcion, que es la superficie que ocupan las lagunas de
Howship en la superficie total de las trabéculas, es discretamente menor en el
grupo de estudio que en el grupo control y ambos también menores que el hueso
nativo. Los osteoclastos tienen su origen a partir de las células mononucleares
hematopoyéticas sin ser influenciadas por las células madre mesenquimales,
siendo l6gico encontrar inicialmente una discreta menor actividad osteoclastica

en el lado impregnado de células madre mesenquimales.

La menor cantidad de superficie trabecular con osteoclastos la observamos en
los sectores reconstruidos frente al hueso nativo, asi como el menor indice
osteoclastico, en los que no hay practicamente ninguna diferencia entre los dos
grupos control y estudio salvo una muy discreta tendencia a ser menor en el

grupo estudio.

Estos datos denotarian un aumento de formacién ésea con menos reabsorcién
inicial en el lado estudio aunque también en el control, frente a la actividad

osteoclastica del hueso nativo.

El volumen de fibrosis esta aumentado en el grupo estudio frente a los otros dos,
lo que indicaria un mayor aporte de células que darian lugar a una mayor
actividad celular. El valor medio es de 13,49% (+18,67) en el hueso normal, de
17,28 (£18,58) en el lado control y de 39,70 (x60,58) en el lado estudio.
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— En relacién a los parametros dinamicos:

La superficie de mineralizacion esta discretamente aumentada en el grupo
estudio frente a los grupos control y normal, que son iguales, lo que indicaria un
numero mayor de unidades de remodelacién ésea activas en el grupo estudio,

indicando también una mayor actividad celular.

El MAR es mayor en el grupo estudio que en el grupo control y que en el grupo
normal. Esto indica que en el grupo estudio, en el que hay mas osteoide y mas
osteoblastos, también se deposita mayor cantidad de hueso mineralizado que en
los otros dos grupos, indicando la tendencia a la mayor actividad celular

formadora de hueso del lado reconstruido con células madre.

El periodo de tiempo en el que el osteoide se mantiene sin mineralizar es mayor
en los sectores reconstruidos que en hueso nativo, indicando que se trata de un
hueso neoformado, con un retraso en la mineralizacion en relacién al hueso

nativo o sugiriendo una lentitud en la maduracién del mismo.

El grado de formacion 6sea es practicamente igual en los tres sectores, pero
muy discretamente aumentado en el lado estudio, indicando de nuevo un mayor
numero de unidades de remodelacion dsea activas posiblemente mediada por

las células.

En resumen, a pesar de no tener datos estadisticamente significativos, si hay
unas diferencias que nos indican que tenemos una mayor actividad osteogénica
en el lado estudio. Los datos que apoyan esta afirmacion son que tenemos un

mayor numero de osteoblastos y de ribetes de osteoide que se mineralizan y dan
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lugar a un mayor volumen 6seo, de mas calidad y con mayor numero trabéculas
delgadas, pero que estan mejor conectadas entre ellas. También existe una
mayor cantidad de fibrosis en el grupo estudio que en el grupo control. Estos
hallazgos podrian ser atribuibles a las células madre que producirian una mayor
actividad celular y por tanto también una mayor actividad formadora en el tejido

oseo.

Algunos parametros nos indican que la elevacion sinusal comporta una actividad
osteogénica importante sin considerar el material al no mostrar muchas
diferencias entre el lado estudio y el control pero si frente al hueso nativo.
Observamos una mayor formacion de hueso nuevo, inmaduro, debido a una
mayor actividad formadora de hueso, posiblemente influenciada por la actividad
osteoconductora de biomaterial, con mucha actividad osteoide y poca
reabsorcién al estar en pleno proceso de formacion. Esto se apoya en los datos
de la superficie de osteoide, la superficie de trabéculas recubiertas de osteoide
con osteoblastos cubicos, el volumen de osteoblastos cubicos que hay en el
osteoide trabecular, la menor cantidad de superficie de osteoclastos y el periodo

de tiempo en el que el osteoide se mantiene sin mineralizar.

Los parametros en los que el hueso normal estan discretamente aumentados
frente al estudio y al control, son aquellos que indican un hueso maduro, con un
metabolismo bien establecido, en los que los procesos de formacion y de
reabsorcién estan equilibrados frente a los procesos de neoformacion ésea de
los lados reconstruidos. Se traduce en un mayor espesor y volumen trabecular,

un menor tiempo de mineralizacion y una mayor superficie de osteoclastos.

A pesar de observar estas diferencias ninguna de ellas tiene significacion

estadistica. La ausencia de significacion estadistica esta condicionada, sin lugar
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a dudas, por la amplitud de la muestra. La muestra limitada fue debida a la
complejidad del procedimiento, el cultivo y expansion de las células madre
mesenquimales en el bioreactor, y sobre todo a su coste. Hay diferencias de
algunos de los parametros analizados que a mayor amplitud de muestra podrian

variar la valoracion de los resultados.

El analisis de la muestra se ha realizado a los 4 meses de la implantacion,
coincidiendo con la colocacion de los implantes, apreciando una buena
formacion de hueso en ambos lados, con buena maduracion del mismo, con
pocas diferencias con el hueso nativo maduro. Es conocido que en las
elevaciones sinusales con hidroxiapatita bovina se produce mayor hueso maduro
cuanto mas tiempo ha transcurrido'’. Podria se este otro motivo por el que las
diferencias que se aprecian no son significativas. Podriamos esperar mayores
diferencias en estadios de la reconstruccién mas iniciales, en los que las células
progenitoras aportadas tendrian un mayor papel en un inicio mas precoz de la

maduracion osea.

Pocas referencias hay en la literatura de reconstrucciones de maxilar superior
con células madre, siendo las técnicas de cultivo, los materiales utilizados y los
métodos de analisis absolutamente dispares. AUn no conocemos las matrices
mas adecuadas, las dosis y los elementos osteinductores a utilizar, la cantidad
de células madre que debemos aportar para reconstruir un determinado volumen
de hueso en unas determinadas condiciones. Aunque los datos obtenidos en
nuestro estudio no lo sugieren, por la similitud de las cifras con las cifras del
hueso nativo, la no significacion de las diferencias podria ser debida a la no
efectividad de las células progenitoras aportadas, por falta de estimulos o por ser
insuficiente la cantidad de células para reconstruir un determinado volumen de

hueso, aunque en nuestra muestra, esta cantidad era alta.
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Las células madre proliferan rapidamente en cultivo pero no se sabe lo que
ocurre cuando son reimplantadas de nuevo en el huésped humano. Se especula
que la proliferacion se enlentece al ritmo en que el proceso de curacién natural
se desarrolla.’® También es conocida la dificultad de conseguir unas buenas
reconstrucciones cuando se trata de defectos de gran volumen, puesto que hay
una limitacion en conseguir las cantidades de oxigeno, de nutrientes y el
suficiente aporte vascular necesarios en la zona «central de la
reconstruccion.”*-'®" En este caso la reconstruccién estaria influenciada por el
material osteoconductor, lo que no explicaria las discretas diferencias que

encontramos en varios parametros estudiados a favor del lado estudio.

Nos interesa poder comparar nuestros datos con los estudios que han utilizado
técnicas de ingenieria tisular 6sea. Los pocos casos descritos, las diversas
técnicas de expansion, las diferentes matrices, y los métodos diferentes de
analisis utilizados, en general valoraciones histolégicas sin realizar
practicamente histomorfometrias, hacen que sea dificil poder establecer

paralelismos.

En la primera publicacion de reconstruccion posterior de maxilar superior de R.
Schmelzeisen y R. Schimming se realizaron dos elevaciones sinusales en dos
pacientes y fueron reconstruidas con cultivos de periostio mandibular,
expandidos durante 1 mes, embebidos en un polimero reabsorbible,
consiguiendo una concentracion de 1,5x106 células /cm3 A los 4 meses se
obtuvieron unas muestras de biopsia al colocar los implantes y la histologia

descriptiva mostré hueso trabecular mineralizado'.
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Un afio mas tarde, el mismo grupo presentd una serie de 27 pacientes en los
que se realizaron elevaciones bilaterales en 14 y unilaterales en 13. La fuente
donante también fue un cultivo del periostio mandibular. A las 7,5 semanas de
iniciar el cultivo, se realizd la elevacién sinusal empapando un polimero
reabsorbible con las células cultivadas. A los tres meses, coincidiendo con la
colocacion de los implantes se tomaron muestras de biopsia. La histologia
mostréo hueso trabeculado mineralizado. Estos pacientes fueron valorados
principalmente con controles clinicos y radiolégicos. En 8 casos no se aprecid la
formacion 6sea, solo tejido conectivo. Fueron aquellos casos en los que la
reconstruccion era mayor'**. Posiblemente la dosis de células progenitoras junto
con la eleccion del material transportador no fue suficiente para estimular el
crecimiento 6seo. Desconocemos la cantidad y calidad de las células

implantadas.

Este grupo de la Universidad de Freiburg publica en 2007 el tratamiento de 20
pacientes en los cuales se realizaron 31 elevaciones sinusales. En 10 pacientes
(17 elevaciones) se realizaron con hueso autdlogo de cresta iliaca y en 10
pacientes (14 elevaciones) se realizaron con hueso de ingenieria tisular. El
hueso se obtuvo de cultivo de células osteoblasticas obtenidas del periostio
mandibular. La matriz que, de nuevo, es un polimero reabsorbible, se afadié al
cultivo 7 dias antes de ser implantada. Los controles se realizaron por TAC y
estudio de densidades a los 3 meses de la implantacién. En este caso la
reconstruccion con hueso autélogo fue superior pues en un 50% de los casos no
se detecté volumen 6seo en los senos reconstruidos con hueso de ingenieria

tisular'®.

De nuevo, llama la atencion la falta de regeneracion 6sea en un numero
importante de casos reconstruidos con hueso de ingenieria tisular, que creemos

que es debido a la eleccion de la matriz. La matriz en la reconstrucciéon 6sea,
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debera aportar un equilibrio entre la estabilidad y la dureza de la macroestructura
y una microestructura que permita crear el ambiente adecuado para que las
células progenitoras sobrevivan, se diferencien, proliferen, favorezca la
vascularizacién y depositen la matriz 6sea a medida que reabsorben el
biomaterial®. Los materiales que por el momento dan mejores resultados en la
ingenieria tisular 6sea, al ser altamente osteoconductivos, son los basados en
ceramicas de hidroxiapatita, bovina, de coral o sintéticas y los trifosfatos calcicos
con sus variaciones®. Al utilizar polimeros reabsorbibles como matriz y al no ser
radiopacos, pudieron realizar el seguimiento radiolégico con mediciones
volumétricas y de densidades. En nuestro estudio también registramos ambos
parametros. El volumen esta en clara relacion con el volumen del material
introducido durante la intervencion. Al comparar el lado estudio (4,424 cc) frente
al control (3,816 cc) se aprecian pequefas diferencias en el lado estudio que no
son estadisticamente significativas, por lo que no las podemos atribuir al efecto
osteogénico de las células madre en la formaciéon de mas cantidad de hueso. En
relacién a las medidas de densidad, en nuestro caso esta condicionada por la
densidad del biomaterial utilizado que es mas alta que la del hueso normal, con
lo que no podemos valorar ningun tipo de diferencia debida a la formacién de

hueso.

M. Ueda y Y. Yamada presentaron la reconstruccién de maxilar en 6 pacientes
con métodos de ingenieria tisular. En 3 pacientes realizaron la elevacion sinusal
y en otros 3, injertos de recubrimiento. Acufian el término de “hueso inyectable”.
Es una mezcla de células madre mesenquimales obtenidas por puncion de la
cresta iliaca anterior, cultivadas y expandidas durante 1 mes y en las que 1
semana antes de la implantacion se inicia la diferenciacién osteogénica. La
cantidad de células implantadas fue de 10x10°. En el momento de la
implantacién las células se inyectan con PRP obtenido de doble centrifugado,

con un contenido medio de 1.103.000 plaquetas, activado con cloruro calcico y
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trombina, como elemento inductor y matriz al polimerizar y gelificar la malla de
fibrina. Ocasionalmente utilizan TCP B, con poros de 200-400 ym como matriz
mas solida. En estos casos se realizaron controles clinicos de supervivencia de
los implantes y radioldgicos, en los que se aprecid una calcificacién correcta de
la zona reconstruida™’. El mismo grupo publica en 2008 un estudio con la misma
técnica del “hueso inyectable”, con la misma cantidad de células madre vy
progenitoras inyectadas, en 14 pacientes en los que realiza 6 elevaciones
sinusales y 8 injertos onlay para recubrimiento de las espiras expuestas de los
implantes. De nuevo los criterios de seguimiento son clinicos y radiolégicos con
buenos resultados finales™. En estos casos aplicé el material como técnica de
regeneracion tisular guiada, tanto alrededor de los implantes como en la
elevacién sinusal, pues mantuvo la membrana elevada al colocar los implantes.
La ausencia de grupo control y la ausencia de material histolégico para valorar la
calidad de la reconstruccion hace que el efecto de las células madre

mesenquimales sea dificil de valorar.

También este ultimo afio encontramos dos publicaciones mas de ingenieria

tisular para la reconstruccion del maxilar posterior.

C. Beaumnont realiza la elevacion sinusal bilateral en 3 pacientes,
reconstruyendo con hueso cultivado de periostio mandibular con la técnica
descrita por R Schmelzeisen, R Schimming, en forma de “chips” que estabiliza
con un xenoinjerto (Bio-Oss®). Toma biopsias a los 4 y a los 6 meses, y coloca
los implantes a los 6 meses tras hacer un control radiolégico. Las biopsias son
similares, con hueso nuevo vital con trabeculacion fibrosa y particulas de
xenoinjerto, apreciando mas remodelacion y hueso mas maduro a los 6 meses.
También compara los datos radiolégicos entre el preoperatorio y el
postoperatorio y concluye que las diferencias son estadisticamente significativas.

Concluye diciendo que el hueso cultivado de periostio con el xenoinjerto crea un
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hueso esponjoso bien integrado que sirve para el soporte de los implantes.
Aunque la muestra es muy pequefia, en este articulo intentan mejorar los
resultados de R Schmelzeisen y R Schimming, al afiadir un xenoinjerto a la
matriz, con lo que conseguiran un mayor efecto osteoconductor en la
regeneracion del tejido 6seo'™". Este estudio da mucha importancia a los criterios
de valoracion radioldgicos, atribuyéndole significacion estadistica al incremento
de altura que, creemos, no tiene ninguna relevancia en este caso, puesto que el
incremento de altura esta determinado por la ganancia conseguida durante la
cirugia, sobretodo si el material que se utilizé para estabilizar la reconstruccion

fue un xenoinjerto de muy lenta reabsorcion.

En nuestro caso intentamos valorar si el tratamiento con células madre
influenciaba en el incremento de altura de la reconstruccion, comparando las
medidas de la altura tomadas intraoperatoriamente al finalizar la reconstruccion,
en el lado estudio y en el lado control, con las medidas de altura tomadas por TC
a los 4 meses. De esta manera, un incremento importante de altura podria ser
debido a la actividad de las células madre, al comparar la ganancia quirurgica
con el resultado a los 4 meses. El incremento de altura que observamos a los 4
meses en el lado estudio (3,68mm) no podia ser atribuible al efecto osteogénico
de las células madre puesto que también se observo en el lado control (3,18mm)
sin ninguna diferencia significativa. El incremento de altura debe ser atribuido

exclusivamente a la ganancia quirurgica.

En un reciente articulo publicado éste afo por el YS Shayesteh en el que realiza
al elevacion sinusal en 6 pacientes, bilaterales en 4 de ellos, y los reconstruye
con una matriz de TCP B al 40% y de HA al 60% que se ha empapado durante
24 horas antes de la implantacién, en un cultivo de MSCs obtenidas de la cresta

iliaca, cultivadas y expandidas durante un mes, consiguiendo una concentraciéon
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final de 5x105 células /0,2ml. A los tres meses se realiza la colocacion de los
implantes y se toman 30 muestras de biopsia. La histologia mostraba nueva
formacion de hueso con abundantes osteoblastos y matriz osteoide. Como
parametro histomorfométrico valoraron en un 41,34% la cantidad de nuevo
hueso formado, que lo han descrito como el hueso mineralizado y espacios
medulares de la biopsia. También realizaron controles clinicos y radiologicos,
para concluir que las MSCs son Uutiles para la reconstruccion, debido a la alta

tasa de formacion de hueso'.

Estos datos podrian ser parecidos a los que hemos obtenido, pero no podemos
comparar el dato histomorfométrico puesto que ellos han medido el volumen total
de hueso y nosotros estamos trabajando con el volumen trabecular. Sin embargo
la ventaja de trabajar con un estudio de boca partida y en nuestro caso el tener
la referencia del hueso nativo de cada individuo, hace que podamos trabajar con
cifras relativas, siendo el volumen trabecular obtenido en el lado estudio (32%)
muy parecido a las cifras de normalidad del hueso nativo de la premaxila (36%),
por lo que podemos considerar que hemos obtenido unas cifras de formacion de

hueso muy buenas. (Tablas 7.2., 7.3. y7.4.)
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TiPO TIEMPO Ne CELULAS MATRIZ MATERIAL

CELULA CULTIVO IMPLANTADAS INDUCTOR
SCHMELZEISEN I 3 Polyglactina Trombina
2003 Periostio 8 semanas 1x106 cel/cm 2910 bovina
SCHIMMING Periostio | 7.5 semanas 1,5x106 Polyglactina Trombina
2004 ’ cel/lcm?® -910 bovina

Fibrina +
gggg (l\:/lgsiz 4 semanas 1x107 cel/ml TCPB (poro 1103255 la
200-400 pm) pag.
PGLA .
gggé‘ MANN Periostio o? 15x106 cel/chip | (polyglicolico TL%r\r/\itr):;\a
-polylactico)

UEDA MSCs o PRP
2008 cresta 4 semanas 1x107 cel/ml Fibrina 972269 plag.
BEAUMNONT Periostio 7 semanas 15x106 cel/chip | Polyglactina Trombina
2008 (10 chips/seno) | —910 + HA humana
SHAYESTEH MSCs 4 semanas 5x105 cel / HA 60% Suero
2008 cresta 0,2ml TCPR40% autologo
MARTI MSCs . 70x106 - Fibrina
2008 cresta 12 dias 147x106 cel HA autéloga

Tabla 7.2: Tabla comparativa de los datos mas relevantes de los estudios

de reconstrucciones de maxilar posterior con elevacion sinusal y

técnicas de ingenieria tisular publicados hasta Agosto de 2008. Se

relacionan los datos claves que condicionan las técnicas de

ingenieria tisular, el tipo de células utilizadas, la cantidad, el

biomaterial que actia como matriz, la sustancia inductora y el

tiempo de cultivo.
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Ne | ELEVACIONES | BIOPSIA TIEMPO RX
SCHMELZEISEN 2003 2 2 Si 4m Si
SCHIMMING 2004 27 41 Si (15p) 3m Si. ORTO
UEDA 2005 6 3 No 5'fa?e§2a Si + clinica

TC densidad 50%

ZIZELMANN 2008 20 14 No 3m 1o hueso
UEDA 2008 14 6 No 2-5a Si + clinica
BEAUMNONT 2008 3 14 Si g m Si. ORTO
SHAYESTEH 2008 6 10 Si (30 b) 3m Si. ORTO
MARTI 2008 5 10 Si (35 b) 4m Si. ORTO +TC

Tabla 7.3.: Datos demograficos de los estudios, en los que destacan los
métodos de evaluacién y sobre todo el tiempo de espera para la
evaluacion. Sélo en 5 de los 8 estudios comparados, se realizd la

evaluacién con la toma de biopsia.
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HISTOLOGIA HISTOMORFOMETRIA

SCHMELZEISEN 2003 Hueso trabeculado mineralizado No

Hueso trabeculado mineralizado. 30% de los
SCHIMMING 2004 pacientes no formacion de hueso (sélo No

fibrosis).

Hueso vital trabéculas fibrosas que maduran
BEAUMNONT 2008 ] No
con el tiempo

41,34%
SHAYESTEH 2008 Hueso nuevo matriz osteoide osteoblastos
Hueso total
i Hueso nuevo matriz osteoide osteoblastos 32%
MARTi 2008 o
fibrosis Volumen trabecular

Tabla 7.4.: Tabla comparativa de los estudios en los que se ha realizado
estudio histolégico como método de evaluacién. La evaluacién es en
base a histologia descriptiva, s6lo en el estudio de Shayesteh y en

el nuestro, se ha realizado el estudio histomorfométrico.

Por ultimo, D Smiler publicdé un articulo en 2007 en el que realiza un estudio
histomorfométrico a 5 pacientes, en los que les realiza 7 injertos. Realiza en 3
pacientes 5 elevaciones (2 bilaterales y 1 unilateral) utilizando varios
biomateriales (C-Graft®, TCP B y Pep Gen P-15®) como matriz y utiliza, como
fuente de células madre, un aspirado de médula ésea de cresta iliaca anterior. A
los 4 meses realiza las biopsias que muestran resultados bastante dispares. El
valor histomorfométrico que ha medido en todos los pacientes, es el hueso

nuevo, que lo define como el porcentaje de injerto que se ha convertido en
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hueso. Otras mediciones no constantes en la publicacion de los resultados son el
porcentaje de injerto no reabsorbido y el porcentaje de material intersticial. Los 3
senos elevados con TCP 3 muestran unos resultados de hueso nuevo del 40%,
23% y del 16%. El paciente tratado con C-Graft®, muestra un porcentaje del
31% vy el seno tratado con PepGen P15®, es el que, sorprendentemente,
muestra menos cantidad de formacién 6sea, con un porcentaje del 14%.'®
Muchas publicaciones avalan el PepGenP15®, como un biomaterial altamente
osteoconductivo con unas altas cifras de neoformacién 6sea. Esta cifra tan baja,
el autor la atribuye a un exceso de compactacion del injerto limitando la
formacion de nuevo hueso. Este dato que puede ser importante lo eliminamos
con los estudios a boca partida, en los que se disminuye al maximo la
variabilidad del procedimiento, el cirujano es el mismo, la preparacién del
material es la misma y el paciente es simultdneamente estudio y control. A pesar
del interés del autor de enmarcar este estudio dentro de los estudios de
ingenieria tisular, es sencillamente un estudio de biomateriales, de 3
biomateriales sobre una muestra de 7 procedimientos, a los que ha afiadido una
pequehia cantidad de material del aspirado de médula 6sea, sin saber la cantidad
de células que ha aportado y ni tan solo saber si ha aportado alguna célula. Por
este motivo creemos que los resultados de este estudio no deben ser

considerados.

Cuando trabajamos en ingenieria tisular es importante cumplir los criterios que la
definen, trabajar con matrices adecuadas, con elementos inductores y sobre todo
con una fuente adecuada en cantidad y calidad de células indiferenciadas y
progenitoras. Es conocido, que el aumento de la presencia de células
progenitoras de estas caracteristicas, se correlaciona con un aumento de la
formacion 6sea.’®-'" En nuestro caso el nimero de células conseguidas con la
expansiéon e implantadas se correlaciona de forma clara con la superficie de

osteoide, lo cual indica que a mayor numero de células implantadas
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conseguimos mayor numero de osteoblastos. Las células obtenidas en nuestro
estudio después de la expansion en el bioreactor (TCRs), son células ricas en el
componente mesenquimal, endotelial y pobres a nivel del contenido de células
madre hematopoyéticas. Las MSCs favorecen la diferenciacion osteogénica y las
endoteliales la neovascularizacion del injerto.’' Posiblemente el tipo de células
utilizadas en los estudios del grupo de Freiburg son cultivos de osteoblastos
derivados del periostio, son células de diferenciacion terminal, con una

efectividad en la reconstruccion mas limitada.

Solo el conocimiento de la cantidad y calidad de las células implantadas nos
permitira avanzar en el campo de la ingenieria tisular. Confiar nuestros
procedimientos al azar, al mal aplicado “fenédmeno del nicho celular por el cual
cualquier célula implantada se transformara en aquella célula que deseemos”, a
reintroducir las células extraidas sin necesidad de expandir, confiando que ya
proliferardn espontaneamente, actitud ocasionada por las regulaciones
administrativas estrictas de la terapia celular'®, al fenémeno del “homing” por el
que de forma natural las MSCs viajan y actian en los sitios donde son
necesarias, cuyos mecanismos intimos desconocemos y menos aun

controlamos, no aportara nada al progreso de la ingenieria tisular.

Solo aquellos estudios controlados, amplios y multicéntricos, nos permitiran
obtener los conocimientos necesarios para conseguir los objetivos de la
ingenieria tisular, que es la de formar tejidos a partir de células aisladas para
disminuir la morbilidad del paciente. No sabemos si podremos formar estos
tejidos de forma mas rapida, de mejor calidad y en mayor cantidad. A menudo
priorizamos estos tres objetivos frente al objetivo principal de la ingenieria tisular.
Como hemos demostrado estamos cerca de poder formar sistematicamente

tejido 6seo, pero no sabemos si podremos acelerar el proceso natural de la

Capitulo 7: Discusion

175



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

osteogénesis, ni si podremos aumentar la calidad de este tejido con nuestros

métodos.

La obtenciéon de MSCs de la cresta iliaca posterior es un procedimiento que se
realiza con anestesia local y sedacion endovenosa y que comporta un minimo
riesgo para el paciente. Ninguno de nuestros pacientes presentd ninguna
molestia durante la puncion y ningun paciente presentd ninguna molestia en el
postoperatorio, no precisando mas analgesia que la administrada durante el acto
quirargico de la extraccion de médula Osea. Estos datos coinciden con la
ausencia de morbilidad comunicada por los autores que utilizan este

abordaje. "% 152188

No se aprecié ningun efecto secundario relacionado con la terapia celular.

En el postoperatorio inmediato de la elevacion sinusal, 4 pacientes presentaron
inflamacién y hematoma en el lado control, por el contrario sélo un paciente
present6é inflamacion y hematoma en el lado estudio. Todos los pacientes
presentaron dolor leve en el postoperatorio, que fue controlado con facilidad con
el tratamiento antiinflamatorio habitual. Observamos que las molestias
postoperatorias han sido menores en el lado estudio, pudiendo ser atribuidas al
efecto antiinflamatorio y de curacién precoz de las partes blandas que se le
atribuye, aunque es controvertido, a la terapia celular.'®>-'%-"% |La paciente
numero 3 presenté una infeccion postoperatoria a las tres semanas de haber
realizado la elevacion sinusal en el lado control. Esta infeccion fue controlada
con tratamiento con antibiético y un minimo desbridamiento. Los pacientes
mantienen una buena estabilidad de los implantes y salud periimplantaria,

habiendo finalizado la rehabilitacion protésica con éxito.
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En nuestro estudio los resultados no han sido muy concluyentes. Aunque
algunas diferencias muestran tendencias estadisticas, no son estadisticamente
significativas, excepto la correlacion de la cantidad de MSCs con el niumero de
osteoblastos formados, que tiene una significacion estadistica de p< 0,05.
Afirmamos la efectividad de las células en la reconstruccién posterior con
elevaciéon sinusal del maxilar superior, y las hipotesis han sido validadas en
hipétesis 1 el HO, el seno reconstruido con BO + MSCs tiene la misma actividad
formadora de hueso que el seno reconstruido sélo con BO, en hipotesis 2 el H1,
el aporte de una mayor cantidad de MSCs a la reconstruccion aumentara el
numero de células formadoras de hueso, en hipétesis 3 el HO, el seno
reconstruido con BO + MSCs tiene los mismos parametros radioldgicos 6seos
que el seno reconstruido sélo con BO y en la hipotesis 4 el H1, el seno
reconstruido con BO + MSCs tiene una menor morbilidad postoperatoria que el

seno reconstruido sélo con BO.

Cabe apuntar, como reflexion general de los resultados obtenidos, que la
potencia de estos analisis estadisticos es baja. El tamano muestral es reducido.
Las técnicas estadisticas son esencialmente conservadoras. Hasta que las
cosas no son muy claras no hablan de significacion. Cabe apuntar que en
nuestro caso vemos tendencias que apuntan diferencias que de confirmarse con
tamafio de muestra superior superarian la exigente barrera que las técnicas

estadistica exigen, de forma coherente, para hablar de significacion.
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Hemos encontrado que es posible la regeneracion 6sea mediante ingenieria
tisular en humanos, al no apreciar diferencias entre los parametros estudiados
en el hueso nativo y los parametros conseguidos en la reconstruccion mediante

técnicas de regeneracion.

En este estudio hemos demostrado que:

a. La reconstruccion con MSCs y BO tiene una mayor tendencia a la actividad
osteogénica, puesto que tenemos un mayor numero de osteoblastos y ribetes
de osteoide que mineralizan y dan lugar a un mayor volumen 6seo de mas

calidad con mayor numero de trabéculas interconectadas.

b. La elevacion sinusal comporta una actividad osteogénica importante sin

considerar el material, al observar una actividad formadora de hueso nuevo,
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inmaduro, con mucha actividad osteoide y poca reabsorcion, al estar

influenciada por la actividad osteoconductora del biomaterial.

Los resultados del hueso nativo demuestran un equilibrio en el metabolismo
0seo caracteristico del hueso maduro en los que los procesos de formacion y

reabsorcion estan equilibrados.

La cantidad de células madre y progenitoras aportadas a la reconstruccion
esta en relacién a la cantidad de osteoblastos observados, lo que explicaria
la mayor tendencia a la actividad formadora de hueso en los casos en los que

un mayor numero de células madre y progenitoras fueron utilizadas.

No hay diferencias cuantitativas en los parametros radiolégicos analizados,
siendo correctas las dos reconstrucciones 6seas al estar los parametros

radiolégicos condicionados por las caracteristicas del biomaterial.

La morbilidad postoperatoria del lado estudio es menor considerando los
parametros de inflamacién, hematoma e infeccidén en relacién al lado control.
La terapia celular es una técnica segura sin apreciar morbilidad en relacién a

la misma.

La morbilidad en la zona dadora ha sido inexistente.
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La metodologia utilizada en este estudio nos permite comparar los resultados
con el metabolismo éseo normal de cada paciente, lo que individualiza los
resultados y simplifica la interpretacién comparativa con otros pacientes que sin
duda tendran unas condiciones basales diferentes. Frente a la mayoria de
resultados publicados sobre estudios histomorfométricos en las reconstrucciones
maxilofaciales, nuestro estudio ofrece muchos mas datos lo que nos permite
estudiar con mas profundidad los fendbmenos que acontecen en el proceso de
integracion del hueso reconstruido. Sin embargo, en ocasiones, un exceso de
datos complica la interpretacion de los mismos. También destacamos la
ausencia de los datos relativos al biomaterial. Por todo ello creemos importante
dotar a las investigaciones de nuestra universidad de los mejores estandares de
calidad, por lo que proponemos seguir el camino de estas investigaciones,
simplificando algunos y mejorando otros parametros, con el objeto que se
conviertan en un modelo a seguir en el campo de la evaluacién de la

reconstruccion ésea con biomateriales y en el de la terapia celular.
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La tecnologia utilizada en este estudio, se ha revelado segura para los
pacientes, con nula morbilidad en la obtencién de la fuente de las células. Sin
embargo, debido a su coste elevado, ha condicionado el numero bajo de la
muestra. Deberiamos aumentar el nimero de la muestra para confirmar las
tendencias estadisticas que se aprecian en el estudio. La mejor forma de validar
estos resultados seria la realizacion de estudios multicéntricos, a nivel

internacional, utilizando en todos los casos la misma metodologia.

La cresta iliaca posterior es una fuente conocida y segura para obtener gran
cantidad de MSCs. A pesar de la nula morbilidad que comporta su obtencién
supone cierta complejidad y habito quirdrgico fuera del campo dental. Creemos
importante seguir la investigacion en nuevas fuentes de obtenciéon de MSCs que
pueden ser aplicadas con facilidad en el mundo dental y del area maxilofacial, y
se pueda expandir su uso a aquellos defectos mas limitados del area

dentoalveolar.

Estamos en los inicios de la reconstruccion ésea con técnicas de ingenieria
tisular, hemos demostrado que puede ser posible la formacion de nuevo hueso a
partir de células progenitoras aisladas, matrices y elementos inductores, pero
debemos profundizar de forma importante en este campo. El futuro debe ir
encaminado a establecer la cantidad necesaria de células para formar una
determinada cantidad de hueso nuevo, investigar sobre aquellas matrices que
ofrezcan mejores propiedades para obtener los mejores resultados en la
regeneracion ésea, y determinar los mejores elementos osteoinductores asi

como las dosis mas adecuadas para asegurar el proceso de regeneracion dsea.

Nuestro modelo experimental ha sido un método muy seguro, la elevacién

sinusal es una técnica que comporta una gran actividad osteogénica, como
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hemos demostrado. Debemos proseguir nuestros estudios en situaciones mas
comprometidas, en las que los beneficios de la terapia celular seran mucho mas
claros, como en las reconstrucciones de defectos complejos tridimensionales del
area maxilofacial. En los proximos afnos estos tratamientos estaran basados en
técnicas que actualmente empiezan a ser una realidad, los sistemas de
prototyping, que pueden personalizar de forma automatizada los moldes para
reconstruir perfectamente el defecto. Estos moldes se podran hacer con
materiales osteoconductores y sobre estos aplicar la cantidad necesaria de
células progenitoras, las dosis adecuadas de sustancias osteoinductoras y
aplicar las estrategias necesarias para conseguir la correcta la vascularizacion

de la reconstruccion para asegurar la regeneracién ésea del defecto.
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ANEXO 1:

— Aprobacién comité ético

— Consentimientos informados:

1. Terapia celular
2. Elevacion sinusal
3. Acto anestésico

4. Colocacion de implantes
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EIMPLANTOLOGIA Cl. VILANA, 12 Tel. 933933185

www.institutomaxilofacial.com 08022 BARCELONA

DOCUMENTO INFORMATIVO AL PACIENTE

Fax: 93 393 30 85

Estimado paciente:

Segun los Ultimos avances en la Medicina y Odontologia, el uso de los implantes
dentarios osteointegrados para la restitucion de las piezas dentarias ausentes es la
técnica ideal ha realizar. Restituyen piezas dentarias que se han perdido con el
tiempo por diferentes causas, imitando lo maximo posible a la anatomia vy fisiologia
dental. El implante dentario, es un tornillo que hara las funciones de las raices
dentarias. Va atornillado en el hueso alveolar, y esta constituido por un material
(titanio), cuya integracion y tolerancia en el organismo estd demostrada por su
extenso uso durante muchos afios, en otro tipo de protesis (cadera, rodilla, etc.).
Sobre este implante se colocara, después de un tiempo de cicatrizacion és’ea, la
corona dentaria, que seria la parte que vemos de un diente. De esta forma,
realizamos la restitucion de diehtes perdidos, sin tener que manipular dientes

sanos y obteniendo una protesis fija.

Como Unico requisito para la colocacion de los implantes dentarios es la presencia
suficiente de hueso alveolar para que el implante tenga estabilidad. En caso de no
tener hueso suficiente, existen técnicas quirGirgicas que resuelven el problema y

posibilitan la colocacion de los implantes dentarios.
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En su caso particular, ocurre que en la zona donde deberian instalarse los
implantes, no existe el hueso suficiente para la estabilidad de éstos, por lo que se
hace necesario colocar algun material 6seo o sintético para aumentar el volumen
6seo y poder asi, colocar los implantes. En muchos casos, se realiza la obtencion
de hueso de diferentes partes del organismo (zonas intraorales, calota craneal,
cadera, tibia, costilla, etc), para transportarlo a la zona donde irén los implantes
para poderlos poner. Existen ademas materiales como el Bio-Oss® (mineral de
hueso bovino), que se utilizan para el mismo uso, sin necesidad de tener que
obtener el hueso suyo de otro sitio de su cuerpo, y habiéndose comprobado su
eficacia a lo largo de muchos afios y numerosas publicaciones. Los resultados con
estos biomateriales de manera aisla‘da, son no obstante inferiores a los
conseguidos con hueso del propio paciente. El inconveniente de este Ultimo, es la
necesidad de una zona donante en el propio paciente y las consecuencias que la

toma del injerto puede provocar en dicha zona.

Por ofro lado, Ultimamente se estan investigando el uso de las células madre
formadoras de hueso. Son aquellas células obtenidas de la médula 6sea de un
paciente que tras un cultivo y tratamiento de las mismas, puedan favorecer la
formacion de hueso en una zona donde el hueso es escaso o practicamente ha
desaparecido. La obtencion de dichas células se realiza bajo anestesia local y
mediante la puncion con una aguja en la médula 6sea de la cresta iliaca (cadera).
Posteriormente, las células de médula dsea se cultivaran durante dos semanas en
un laboratorio especializado con lo que lograremos obtener mas de 1 litro con
contenido muy rico en.células jovenes productoras de hueso. Transcurrido este

tiempo acudira al v_lri'stituto de Cirugia Maxilofacial para la cirugia planificada, que

o e —
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mezcla de las células madre con el Bio-Oss® y su colocacion en la zona con déficit
de hueso, en una primera intervencién; y tras un periodo de espera para la
formacion Osea (4 meses), se realizara la segunda intervencion quirlrgica en la
gue se colocaran lo implantes dentarios y se realizaran las biopsias 6seas para el
estudio microscépico que permitira valorar la calidad del hueso formado. Después
de un tiempo de espera para que los implantes se integren en el hueso, se

realizara la colocacion de la proétesis dental definitiva.

El objetivo de este estudio es determinar la efectividad del crecimiento 6seo con el
uso de estas células madre formadoras de hueso. Todas estas estrategias se han
probado separadamente en estudios clinicos y son utilizados diaria vy

rutinariamente en diversas aplicaciones clinicas.

Le invitamos a participar en el estudio, esto requerird cirugia, visitas de
seguimiento clinico y radiologico regular. Estas visitas estaran normalmente
programadas como seguimiento y cuidados post-quirtrgicos. El estudio clinico
sera documentado y evaluado; a su vez las radiografias seran fotografiadas,

almacenadas y evaluadas.

La participacion o la exclusion en este estudio no afectara de ninguna manera al
tratamiento. Usted puede retirarse del estudio en cualquier momento sin dar razén

alguna de su decision y seguira siendo atendido correctamente.

Los datos y la informacion obtenida en este estudio siempre seran confidenciales,
significando que su informacion personal (nombre, sexo, edad,...) no seran de uso
publico. El personal que participa en el estudio no esta autorizado en transmitir o
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ACTO ANESTESICO
P “"\\: N '

- N e informa al paciente Sr/Sra
. SO que para la intervenciéon quirlrgica

A o 5 U TS , una vez valorada su historia clinica y
el 1esultado de Ias pruebas complementallas efectuadas procede a aplicar la anestesia que esté
indicada.

Riesgos Generales
1. Mis antecedentes » personales pueden incrementar los riesgos
IAICAAOS! ... e e e et e e e e ettt e

..............................................................................................................................

2. Se me ha informado de la posibilidad de que surja alguna situacion inesperada durante la
intervencién que requiriese algin procedimiento distinto o adicional del previsto
inicialmente, en cuyo caso autorizo igualmente al equipo médico a realizar lo que crea
conveniente o necesario.

3. Se me ha informado de la necesidad de adoptar como medidas preoperatorias, ademaés del
ayuno previo a la intervencion, las siguientes:

Siéndome dada la informacién sobre la técnica a la que voluntariamente me voy a someter,
entendiendo la descripcién de dicha técnica, conociendo los beneficios que me puede reportar,
asi como las posibles complicaciones y riesgos generales que se pueden derivar y los
particulares de mi caso, y habiendo sido informado de las alternativas existentes, AUTORIZO al
anestesiologo a realizar el procedimiento anestésico que me ha sido propuesto.

S€ que el otorgar este consentimiento informado no supone ningin tipo de renuncia a mis
derechos médicos y legales de todo orden, asi como también puedo anularlo en cualquier
momento previo a la intervencion.

Barcelona, a ? S de ..( .,./.\./.L.Vﬂ.é? ...... de L0005
Firmas: —
M
Paciente/ Representante Legal Anestesiologo

DNI: N° colegiado:  ~=~> / d]/C\r(

EIMPLANTOLOGIA VLA 1 VIANA. Desp185

. 933933185
Fax: 93 393 30 85
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Consentimiento informado para intervencion quirurgica
Para satisfaccion de los DERECHOS DEL PACIENTE, y en cumplimiento de la Ley General de Sanidad.

ELEVACION DEL SUELO DEL SENO MAXILAR

_ PARA COLOCACION DE IMPLANTES

D/Diia m como paciente (o como su representante), en pleno uso de mis facultades, libre y
voluntariamente:

Entiendo que el objetivo de la cirugia es intentar reparar la atrofia 6sea del maxilar superior para poder permitir la colocacién de
implantes oseointegrados. Todos estos procedimientos suponen un indudable beneficio, sin embargo no estan totalmente exentos de
posibles complicaciones que usted debe conocer.

La cirugia no es una ciencia exacta, y este consentimiento informado no incluye absolutamente todas las complicaciones que pueden
ocurrir en esta intervencion, sino las mas frecuentes. Su cirujano no le puede dar garantias sobre el resultado de ningiin procedimiento
quirtrgico, incluyendo este. Habitualmente, esta cirugia tiene éxito (el porcentaje de éxito de los implantes colocados en la regién
reconstruida habitualmente oscila entre el 80 y el 90%), pero todas las intervenciones entrafian un cierto riesgo, que en este caso
incluye: .

e Laclevacion del suelo del seno y la colocacion del injerto 6seo bajo el mismo puede complicarse con una infeccion
(sinusitis), sangrado, o molestias postoperatorias. En raras ocasiones se puede producir una infeccién del injerto éseo que
lleve a la pérdida total o parcial del mismo que impida la colocacién de todos o algunos de los implantes. En ese caso podria
quedar una comunicacion orosinusal que requiriese cirugia para su reparacién. Ocasionalmente se podria producir una
reabsorcion excesiva del injerto que impida la colocacion de los implantes

¢
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CENTRO MEDICO TEKNON

He comprendido la naturaleza y propdsitos del procedimiento quirirgico que se me va a practicar. He tenido la oportunidad de aclarar
mis dudas y ampliar oralmente la informacion en entrevista personal con el Dr. MARTI PAGES, por lo que declaro que he sido
debidamente INFORMADO/A, y en consecuencia, AUTORIZO al Dr. MARTI PAGES para que me sea realizada la intervencion
quirargica

Si surgiese cualquier situacion inesperada durante la intervencion, autorizo a mi cirujano a realizar cualquier procedimiento o
maniobra distinta de las indicadas en este documento, que a su juicio estimase oportuna para mi tratamiento.

Entiendo que este consentimiento puede ser revocado por mi en cualquier momento antes de realizar el procedimiento.

ODSEIVACIONES . ....cvcueietirercriee et er ettt eeeteb e e e ea e ta e et s eb e eberesesemsa e s es et ss e s e s e et es 2 b ese e sesea st e b e b e b et sre £hehesseeeat b ese e st eseebes b tsbareseaseneresarenaras

Y, para que asi conste, firmo el presente original después de leido, por duplicado, cuya copia se me proporciona.

En. Barcelona.,a 25 de Enero de 2.005.

Firma del paciente

(o su representante legal en caso de incapacidad
D.N.1 ﬂ/ ’\\.\ Firma del médico. N° de colegiado.

{ /
l FE— ~
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ACTO ANESTESICO

HM’ .................................... informa al paciente Sr/Sra

T B i que para la intervencién quirtrgica

................ Fetiiiiiiiiiiiieisiieeea......., UNa vez valorada su historia clinica y
el resultado de las pruebas complementarlas efectuadas procede a aplicar la anestesia que esté
indicada.

Riesgos Generales
1. Mis antecedentes personales pueden incrementar los riesgos
indicados:

2. Se me ha informado de la posibilidad de que surja alguna situacion inesperada durante la
intervencién que requiriese algin procedimiento distinto o adicional del previsto
inicialmente, en cuyo caso autorizo igualmente al equipo médico a realizar lo que crea
conveniente o necesario.

3. Se me ha informado de la necesidad de adoptar como medidas preoperatorias, ademds del
ayuno previo a ~la intervencion, las siguientes:

Siéndome dada la informacion sobre la técnica a la que voluntariamente me voy a someter,
entendiendo la descripcion de dicha técnica, conociendo los beneficios que me puede reportar,
asi como las posibles complicaciones y riesgos generales que se pueden derivar y los
particulares de mi caso, y habiendo sido informado de las alternativas existentes, AUTORIZO al
anestesiologo a realizar el procedimiento anestésico que me ha sido propuesto.

Sé que el otorgar este consentimiento informado no supone ningin tipo de renuncia a mis
derechos médicos y legales de todo orden, asi como también puedo anularlo en cualquier
momento previo a la intervencion.

Firmas:

e o e

Paciente/ Representante Legal Anestesidlogo
DNL N° colegiado:

EIMPLANTOLOGIA GV 1 D

Tel. 933933185
Fax: 93 393 30 85
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Para satisfaccion de los DERECHOS DEL PACIENTE, como instrumento favorecedor del
correcto uso de los Procedimientos Diagnésticos y Terapéuticos, y en cumplimiento de la Ley
General de Sanidad.

Yo, D/Doha. (RS con o paciente

(O DIDOMA. ittt ettt et ettt ettt e r et et

como su representante), en pleno uso de mis facultades, libre y voluntariamente,

DECLARO que he sido debidamente INFORMADO/A, por el Dr. MARTI PAGES y en

consecuencia, AUTORIZO a .DR. MARTI PAGES Para que me sea realizado el

procedimiento diagnéstico/terapéutico denominado INSTALACION DE  FIJACIONES

DE TITANIO, o cualquier otro procedimiento que estime necesario para completar el

tratamiento previsto (colocacion de membranas, material de injerto, etc.).
Me doy por enterado/a de los siguientes puntos relativos a dicho procedimiento:

El propésito de la intervencién es procurer restaurar la pérdida de uno o varios dientes
mediante la colocacion de una protesis fija o removible conectada a los implantes dentales. He
sido informado de planes alternativos de tratamiento mediante la utilizacion de prétesis
convencionales. Los implantes dentales son unas estructuras de metal con forma de tornillo
que se introducen en una primera intervencion dentro del hueso realizando un agujero en el
mismo; tras un periodo de espera variable se realiza una segunda pequefia intervencion
consistente en la conexioén del implante a la protesis. La intervencion puede realizarse con
anestesia local o general (con los riesgos inherentes a ellas), y que los farmacos utilizados
pueden producir-determinadas alteraciones del nivel de conciencia por lo que no podré realizar
determinadas actividades, tales como conducir un vehiculo.

He sido informado de que existen ciertos riesgos potenciales en toda intervencion
quirdrgica realizada en la boca, que se encontraran agravados en caso de que sea fumador o
gue tenga una inadecuada higiene de la boca, y que en este caso, incluyen entre otros:

- Alergia al anestésico u otro medicamento utilizado, antes, durante o después de la cirugia.
- Molestias, hematomas e inflamacién postoperatoria, durante los primeros dias.

- Sangrado.

- Infeccién postoperatoria, que requiera tratamiento posterior.

- Lesion de raices de dientes adyacentes.

- Lesion nerviosa que provoque falta de sensibilidad parcial o completa del labio inferior y
superior, menton,  dientes, encia o de la lengua, que suele ser transitoria y excepcionalmente
permanente.

- Comunicacién entre la boca y la nariz o los senos maxilares.

- Aspiracion o tragado de algun instrumento quirtrgico de pequefio tamario o del propio
implante.

- Desplazamiento del implante a las estructuras vecinas.

- Rotura de instrumentos o de la aguja de anestesia.

Los implantes osteointegrados han sido ampliamente utilizados en todo el mundo,
desde hace mas de 20 afios, y son un procedimiento considerado seguro por la comunidad
cientifica internacional. No obstante he sido informado de las complicaciones potenciales de
este procedimiento quirdrgico, que incluyen ademas de las anteriores, y no de forma
exhaustiva:

- Apertura de los puntos de sutura y exposicion del implante.

- Falta de integracion del implante con el hueso que le rodea, con la consiguiente pérdida
precoz o tardia del/los implantes, y la posible modificacion de la protesis planificada.

- Imposibilidad de colocar un implante en la localizacion prevista, por las caracteristicas del
hueso remanente, no necesitandose en muchos casos su retirada

En casos excepcionales, con atrofia importante 6sea, puede producirse una fractura
mandibular, que requiera mas tarde tratamiento.
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- Complicaciones inherentes a la prétesis dental: no cumplimiento de las expectativas estéticas,
dificultad para el habla, acimulo de comida, etc.

Si surgiese cualquier situacién inesperada durante la intervencion, autorizo a mi
cirujano a realizar cualquier procedimiento o maniobra distinta de las indicadas en éste
documento, que a su juicio estimase oportuna para mi tratamiento.

No se me ha dado ninguna garantia de que el tratamiento tendra éxito. Me ha sido
explicado que para la realizacion de este tratamiénto es imprescindible mi colaboracién con
una higiene oral muy escrupulosa y con visitas periddicas para control clinico y radiogréafico.
Acepto cooperar con las recomendaciones de mi médico mientras esté a cargo de mi
tratamiento, comprendiendo que cualquier falta de seguimiento de las mismas podra provocar
resultados inferiores a los esperados.

Riesgos especificos en mi

Recibida la anterior informacion, considero que he comprendido la naturaleza y
propdsitos del procedimiento ARRIEA INDICADA..Ademés, en entrevista personal con &l Dr.
MARTI PAGES he sido informado/a, en términos asequibles, del alcance de dicho tratamiento.
En la entrevista he tenido oportunidad de proponer y resolver mis posibles dudas, y de obtener
cuanta informacién complementaria he creido necesaria. Por ello, me considero en condiciones
de ponderar debidamente tanto sus riesgos como la utilidad y beneficios que de él puedo
obtener.

Estoy satisfecho/a con la informacion que se me ha proporc;onado y, por ello, DOY Ml
CONSENTIMIENTO para que $€ Me PractiqUe...........cooeriieiiiiecicec e,

Este consentimiento puede ser revocado discrecionalmente por mi, sin necesidad de
justificacién alguna, en cualquier momento antes de realizar el procedimiento.

ODSEIVACIONES. ....c.eiiuiiceiiiecieete ettt e ettt e et e et e e se s s sa et e b srbeesaesreesaeenseeaseeneas

Y, para que asi conste, firmo el presente original después de leido, por duplicado,
cuya copia se me proporciona.

En.. Barcelona a 24 de Mayo de. 2.005

Firma del paciente ) Firma del médico
(o su representante legal’ N° de colegiado

en caso de incapacidad) —
D.N.L

En caso de negativa por parte del paciente a firmar el consentimiento
Firma del testigo. D.N.1.



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ANEXO 2:

Criterios inclusion y exclusion
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BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss ®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Instructions for CRF 1: Eligibility

The purpose of this form is to provide information on the eligibility of each subject enrolled in the

study.
ITEM INSTRUCTIONS

Inclusion Criteria Mark the appropriate box, either YES or NO with a .

Questions 1-3 Each question must be answered YES to permit participation on
the study.

Exclusion Criteria Mark the appropriate box, either YES or NO with a @

Questions 1-13 Each question must be answered NO to permit participation on
the study.

Recorder’s Signature The Recorder must review the form for completeness and

and Date accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require
additional follow-up.




Aastrom Biosciences Inc. Form 1 - Eligibility

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL

(Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

the use of the sinus elevation technique.

Patient Identification Study Number Main Investigator
Inclusion Criteria YES | NO
The subject has total or partial edentulism of the upper jaw which affects both
1 | posterior-superior sections and which for their implantalogical rehabilitation requires []

2 The subject has teeth or prostheses in the mandible, which will occlude with the
maxillary implants.

[]

[]

3 The subject has the ability to give informed consent and sign an approved informed
consent,

[]

[l

All Inclusion questions must be answered YES for study participation

Exclusion Criteria YES

NO
1 | The subject has acute sinusitis. 1 [
2 | The subject has sinusal cysts or tumors in any of the sinuses. [] []
3 | The subject has oro-antral fistulas. D [:]
4 | The subject has a history of facial irradiation. R
5 | The subject has a neoplastic disease or immuno-depressive condition. [] []
6 | The subject has serious psychiatric disturbances. 11 [
7 | The subject has an uncontrolled systemic disease e.g. diabetes. ] L]
8 The subject has congenital bone disease e.g. hypophosphataemia, metabolic bone ] [
disease related to primary or secondary hypoparathyroidism.
9 | The subject has chronic renal pathology. L1 | [
10 | The subject has known allergies to any materials and drugs used in the study:
Anaesthetic (Articaine). RN
Antibiotics vancomycin and gentamicin. NN
Horse or fetal bovine serum. L1 | [
Bio-Oss® bovine bone mineral. (1 | []
11 | The subject has an active tobacco habit or other drug addictions. [] []
The subject has other pathologies or circumstances that may adversely affect
12 N
treatment.
13 | The subjectis pregnant or not using adequate birth control measures. [] []

All Exclusion questions must be answered NO for sludy participation

Recorder’s Signature Date (DDIMM/YYYY)




Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ANEXO 3:

Recogida de datos preoperatorio:

1. Historia clinica
2. Exploracion fisica

3. Exploracién radiolégica

Capitulo 11: Anexos



Aastrom Biosciences Inc.

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Instructions for CRF 2: Clinical History

The purpose of the form is to collect the clinical history of the subject prior to study treatment.

ITE INSTRUCTIONS

Medical History For each system listed, mark [X| “current condition” or
“previous condition” if the subject has or has had any condition
within the system. Specify condition and record comments, if
needed. Indicate "N/A” if information is not available.

Dental History Record date of birth and sex. For women, indicate if the female
subject is using birth control, menopausal or post-menopausal.

Indicate if subject has or had in the pést a history of nicotine or
drug addiction. Indicate cessation date of addiction and length of
addiction in years.

Record previous dental and periodontal treatments.

List the medication, vitamins or supplements the subject is
currently using. Indicate dose and daily frequency and condition
treated, if applicable. Any medication continued during study
treatment shall be recorded on CRF 7.

Recorder’s Signature The Recorder must review the form for completeness and
and Date accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require
additional follow-up.




Aastrom Biosciences Inc. Form 2 - Clinical History

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL
(Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

MEDICAL HISTORY

Date of Evaluation: DD/DD/DDDD

Race: [ |Caucasian [ ]Hispanic [ ]Asian [ ]African [ ] Other

Current | Previous

System / Condition Condition | Condition

Specify Condition; Comments

Skin

HEENT

Respiratory

Cardiovascular

Musculo-skeletal

Gastrointestinal

Hepatic

Urogenital

Renal

Endocrine and Metabolic

Neurological

Psychological

Hematopoietic / Lymphatic

Extremities

Allergies

Radiation treatment

Biomedical or tissue
implant

Bruxism

R o o o o f
o o e o o
N o

Other

Recorder's Signature Date (DD/MM/YYYY)

Page 1 of 2 ORgGENA



Aastrom Biosciences Inc.

Form 2 - Clinical History

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL
(Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification

Study Number

Main Investigator

Patient's date of birth

(demmiyyyy) DD/DD/DDDD [ JFemale [ ]Male

Women only [ Active Birth Control [_]Menopausal [ Post-menopausal

Dental History

Substance Abuse Current | Previous Cessation Date Dgﬁg‘fn

Nicotine addiction % git%aerrettes ] L | o000 1o

Drug addiction ] RN R RN EEEInE

Previous Dental and Periodontal Care and Treatments Date
L
ARERRRRN
L ]
L]

Drugs, vitamins, or supplements currently using before treatment

ltem Dose Frequency Condition
Recorder's Signature Date (DD/MM/YYYY)

Page 2 of 2
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Aastrom Biosciences Inc.

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW
Instructions for CRF 3 - Clinical Exam

The purpose of this form is to record the clinical evaluation of the pathology.

[TEM INSTRUCTIONS

Extraoral Exam For each feature listed, mark the appropriate box, “normal”,
“abnormal” or ND (not done) with a [ﬂ . Specify the
abnormality when present.

Intraoral Exam For each feature listed, mark the appropriate box, “normal”,
“abnormal” or ND (not done) with a @ . Specify the
abnormality when present.

Periodontal Disease Mark with a || the appropriate diagnosis if periodontal disease is
Diagnosis present.
Location Indicate if the periodontal disease is localized at a particular

location or generalized.

Clinical Data For each category listed, indicate with a [X] if the abnormality is
present. Record the Bleeding and Plague index as a whole
number,

Edentulism For each missing tooth, circle the corresponding tooth number.

Reason and Duration For each missing tooth in the UPPER JAW, indicate the tooth
number, # of years missing and cause of missing tooth.

Jaw Classification Circle the appropriate Cawood and Howell edentulous jaw
classification.

Bone Quality ~ Circle the appropriate Lekholm and Zarb classification of the

maxilla bone quality.

Bone Height and Width Record the existing bone height and width at the level of the
edentulous socket or region in millimeters.

Recorder’s Signature The Recorder must review the form for completeness and

and Date accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require
additional follow-up.




Aastrom Biosciences Inc. Form 3 - Clinical Exam

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL

(Bio-Oss ®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

Extraoral Examination and Evaluation

Skin: [_]Normal  [_] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Lymph Nodes: [ ] Normal  [_] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
TMJ: ] Normal  [_] Abnormal - Specify abnormality if present: LIND
Lips: [ 1Normal  ["] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Intraoral Examination and Evaluation

Hard and soft palate: [_] Normal ~ [] Abnormal - Specify abnormality if present; [IND
Floor of mouth: [ ] Normal ] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Tongue: [ ] Normal  [] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Tonsillar area: [ ] Normal  [[] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Muscles of mastication: [[] Normal  [_] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Salivary glands: [ ] Normal  [[] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND
Oral mucosa: [ ] Normal ] Abnormal - Specify abnormality if present: [IND

Periodontal Disease Diagnosis

[]None

[] Gingivitis: 1 Plaque related 1 Hormonal 3 Other

("] Chronic Periodontitis: OMild [ Moderate [7 Severe
("] Aggressive Periodontitis: [ Localized [ Generalized

[_] Periodontitis associated with Systemic Disease

[] Periodontitis associated with Endodontic Lesions

[_] Necrotizing Periodontal Disease O NUG O NUP
[1 Periodontal Abscess

("1 Developmental or Acquired Periodontal Deformities

[] Other;

Recorder's Signature Date (DD/IMM/YYYY)

Page 1 of 3




Aastrom Biosciences Inc. Form 3 - Clinical Exam

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL
(Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

Periodontal Disease Location: [ ] Generalized [ ] Localized: 1 Upper 1 Lower Ol Anterior 1 Posterior

Clinical Data:

Gingiva: [J Abnormal color of gingiva 1 Hypertrophy of gingiva [0 Recession of gingiva

Caleulus: [0 Supragingival [J Subgingival [0 Light [] Moderate [ Heavy

Probing Depth; [ Probable pockets of 3-4mm [ Probable pockets of 5-6mm [ Probable pockets of 7mm or greater

Mobility: [JMobility of 0.5 to 1.0mm [ Mobility of 1.0 to 2.0mm [J Mobility of > 2.0mm
Bleeding / PI

ndox | Bteecing [ ][ % /Plaque [ ] %

Other

Missing Teeth (circle)
Upper 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 13 14 15 16
Lower 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 2 2 20 19 18 17

Reason and Duration of Edentulism (Upper Jaw)

Location Tooth # Duration Cause

Right Maxilla DD DD years [ICaries []Periodontitis [] Trauma  [] Medical [] Other

(1-8) DD D[:] years [ICaries [[] Periodontitis [ ] Trauma  [] Medical [[] Other
DD I:]D years [[ICaries []Periodontits [] Trauma [ Medical [ ] Other
DD DD years [ICaries []Periodontiis [ Trauma [ ] Medical [] Other
DD DD years [Caries []Periodontiis [ Trauma [ Medical [ ] Other
DD DD years [(JCaries []Periodontits [ ] Trauma  [] Medical [] Other
DD DD years [ICaries []Periodontitis []Trauma  [] Medical [ ] Other
DD DD years [ICaries [] Periodontitis [ ] Trauma [ ] Medical [] Other

Left Maxilla Dl___] DD years [ICaries []Periodontitis [ ] Trauma [ ] Medical []Other

(9-16) D[:I DD years [ICaries []Periodontitis []Trauma [ ] Medical []Other
DD DD years [ICaries [] Periodontiis []Trauma  [] Medical [] Other
DD DD years | [ICaries []Periodontiis []Trauma [ ] Medical [] Other
DD DD years [ICaries []Periodontitis [ ] Trauma [ ] Medical []Other
DD DD years [ICaries []Periodontitis []Trauma [ ] Medical [ ] Other
DD DD years [ICaries []Periodontitis []Trauma  [] Medical [] Other
DD DD years [ICaries []Periodontitis []Trauma [ ] Medical []Other

Recorder's Signature Date (DD/MM/YYYY)

Page 2 of 3




Aastrom Biosciences Inc. Form 3 - Clinical Exam

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL
(Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

Edentulous Jaw Classification (Cawood and Howell) Circle O’ classification CINA

Cl cih cum civ cv -cviybl DI DWN DIV DV DV

I = Dentate Il = Immediate post extraction HI = Convex ridge form IV=Knife edge ridge form
V = Flat ridge form VI = loss of basal bone that may be extensive but follows no predictable pattern

C = Classification on anterior maxilla (6-11) D = Classification on posterior maxilla (1-5, 12-16)

Maxilla Bone Quality Classification (Lekholm and Zarb) Circe 'O classification [ IN/A

Right 1 2 3 4 Left 1 2 3 4

1= Bone is composed of homogenous compact bone

2 = Thick layer of compact bone surrounds a core of trabecular bone

3 = Thin layer of cortical bone surrounds a core of dense trabecular bone

4 = Thin layer of cortical bone surrounding a core of low density trabecular bone of poor strength

Height and width of existing bone at the level of the edentulous socket or region (millimeters)

Location Tooth Number Height (mm) Width (mm)

Right Maxla (] Height=]_|[_ ][ 1] wigth =[] [ ][]
(] Height=[_ ][] wigth =[] ]
1] Heignt=_JL_J.L_ I widtn=[_J[1.[ ][]
(1] weight=_JL_J.L ] widtn=[_J[ 1L ]
(1] veignt=[_JL ). 1] win=[_J[ ][]
(1] Height=[_J[_1.[_ ][] wiath=[_J[_1.[ ]
(1] Heignt=_ 1L LI widtn=[_J_1[ ][]
] Height=[_ I 1[I ] wigth=[ ][ ][ I[]

Left Maxilla 1] Height=[_ [ 1. I ] wigtn =[]
(] Height=[_J_1[[] wigth=[_J[ ][]
(1] weignt=[_ L1 wiatn=[ ][ ][]
(1] eight=[_JL_ 1.1 wigtn =[] 1.0
L] Height=_ [ J.[ 1] with =[]
(1] eight=_J_ .| widtn=[_[_1.[ 1]
(1] eight=[_J__J.L [ wigtn =[] ][]
1] Height = | ][ ] wiah=[ [ 1 ][]

Recorder's Signature Date (DD/MM/YYYY)

Page 3 of 3




Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ANEXO 4:

Datos radioldgicos postoperatorios

Capitulo 11: Anexos



Aastrom Biosciences Inc.

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Instructions for CRF 4a - Sinus Lift Surgery and Bone Graft

ITE INSTRUCTIONS

Bone Marrow Collection Record the date of Bone Marrow aspiration and the name of the
Physician who aspirated the marrow. Record the volume in
millliters and the cell concentration (number of nucleated cells) in
millions per mL of aspirate (x 108/mL).

ARS Inoculation Record the date the AastromReplicel™ Cell Cassette was
inoculated with the processed bone marrow cells by the cell
production laboratory. Record the total number of cells inoculated
in millions (x 106) and the volume in milliliters (mL).

ARS Produced Cells Record the date the AastromReplicell™ Cell Cassette was
harvested. Record the volume of ARS cells released for patient
use in milliliters (mL), the total number of cells released in millions
(x 106) and the cell viability in percent (%). :

ARS Cells + Bio-Oss® Record the surgery date when the ARS cells were mixed with the
bone mineral. Record the ot number of Bio-Oss bone mineral.
Record the volume of Bio-Oss mixed with the ARS cells in cc or
milliliters.

Sinus Elevation Surgery Study Site
Indicate the location of the study site where the
ARS cells + Bio-Oss + fibrin mixture was compacted into the
sinus. Indicate the volume or height of the
ARS cells + Bio-Oss + fibrin mixture compacted into the sinus
site.

Control Site

Indicate the location of the control site where the

Bio-Oss + fibrin mixture was compacted into the sinus. Indicate
the volume or height of the Bio-Oss + fibrin mixture compacted
into the sinus site.

Recorder’s Signature The Recorder must review the form for completeness and

and Date accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require
additional follow-up.




Aastrom Biosciences Inc. Form 5 - Bone Biopsy and Implant Surgery

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE
SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

Maxillary Bone Height

STUDY SITE CONTROL SITE
Jaw Tooth # Bone Height (mm) Jaw Tooth # Bone Height (mm)

L] L LT L] I

[_]Right L] | L] Rignt L] LT

L L] L DT

[ ] et LT Bt T T T
L] HEINN LT L

Bone Biopsy

L]
]

L]

]
[ ]

Biopsy Bor;istiggﬁsy otal Bone Remaining | Bone-Bio-Oss Osteoid Resorotion Tetracycline
# JawL Tooth # JO'“’I”E (%) VOBIIIJOI;X(ZS(?%) Su?f(;[;t:?’t%) Surface (%) Surace (%) (MIZ\aRb)e::r:%ay
STUDY SITE (ARS produced cells + Bio-Oss® + Fibrin)
o UL OO0 OO0 OO0 000 O] 00
2Rt | LI LT OO0 O OO0 OO0 T 1]
3 L L0000 OO0 000 [ 0001 T L[]
4 LDﬁ L0 OO OO0 000 OO 00 1]
s | OO0 00 000t LT OO0
CONTROL SITE (Bio-Oss® + Fibrin)
| o (OO0 000 OO0 OO0 [T 1]
2 Rt | LI COI0O0 | OO O | OO0 OO0 T00 1]
3] L OO0 OO0 000 OO0 T 1]
4 Eﬂ L OO0 OO0 000 000 T 1]
5 L OO OO0 000 0000 T LT
r Recorder’s Signature Date (DD/MM/YYYY)

Page 1 of 2



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ANEXO 5:

Recogida de datos celulares

Capitulo 11: Anexos



Aastrom Biosciences Inc. Form 4a - Sinus Lift Surgery and Bone Graft

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL
(Bio-Oss ®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

Bone Marrow Aspirate Collection

Date of Aspiration DD/DD/DDDD Aspirator Name :

Volume Aspirated: DDDD mL | Cell Concentration Aspirate DDDD x 108/mL

ARS Inoculation Information

Date ARS Inoculated: Total Cells Inoculated into Cell Cassette Volume Inoculated

O000000 | [T s (0w

ARS Produced Cell Product

Date Cell Cassette Harvested DD/DD/DDDD Volumﬁfﬁ.eﬁdmiroduct

Total ARS Produced Cells Released for Patient Use Cell Viability

LI T xctoe . (I @

ARS Produced Cells + Bio-Oss®

Date of Mixing Lot Number of Bio-Oss® Bone Mineral

OOOO000 | 00O oo

Volume of Bio-Oss® Mixed with ARS Cells | _J|_|.[ | cc or mL

Sinus Elevation Surgery

Study Site Control Site
Location of sinus packed with Location of sinus packed with
ARS Cells + Bio-Oss® + Fibrin Bio-Oss® + Fibrin only

Volume or Height of ARS Cells + Bio-Oss®+ Fibrin Volume or Height of Bio-Oss® + Fibrin
Compacted into Site Compacted into Site

L ee o I e (C D e or DD DD mim

Recorder's Signature Date (DD/MM/YYYY)

Page 1 of 1



Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ANEXO 6:

Datos postoperatorios:
1. Postoperatorio inmediato
2. Seguimiento postoperatorio

3. Medicacién postoperatoria

Capitulo 11: Anexos



Aastrom Biosciences Inc.

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Instructions for CRF 4b - Post Sinus Lift/Bone Graft Surgery Visit

The purpose of this form is to record evaluation of patient 1 week post surgery.

ITEM

Extraoral Exam

Intraoral Exam

Post Surgical
Complications

Evaluator

Recorder’s Signature
and Date

INSTRUCTIONS

For each feature listed, mark the appropriate box, “normal”,
“abnormal” or NA ( not applicable or not done) with a @ .
Specify the location when present.

For each feature listed, mark the appropriate box, “normal”,
“abnormal” or NA ( not applicable or not done) with a @ .
Specify the abnormality when present.

For each complication listed, mark the appropriate box, “No”,
“Yes” or NA ( not applicable or not done) with a @ .
Specify the complication when present.

Post surgery medicines shall be recorded on CRF 7 - Treatment
Medications.

Record any Serious or Unanticipated adverse events on CRF 8 -
Dental Adverse Reactions.

Record the name of health care provider performing the post
surgery evaluation and the date performed.

The Recorder must review the form for completeness and
accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require

additional follow-up.




Aastrom Biosciences Inc. Form 4b - Post Sinus Lift/Bone Graft Surgery Visit

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL
(Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator
Extraoral Examination and Evaluation Location / Comments NIA
Skin [(INormal  ["] Abnormal bruising l ]
External Swelling [INormal  [] Abnormal swelling ]
Lymph Nodes (] Normal ] Abnormal ]
Intraoral Examination and Evaluation Specify Abnormality N/A
Oral Mucosa [] Normal [] Abnormal ]
Tongue [] Normal ] Abnormal ]
Tonsillar Area CINormal [ Abnormal ]
Floor of Mouth [INormal ~ [] Abnormal ]
Hard and Soft Palate [INormal  [] Abnormal ]
Post Surgical Complications
Study Site Control Site Specify Complication N/A
Sutures CINo []Yes [(INo []VYes ]
Discomfort | [INo []Yes (INo []Yes ]
Numbness | [INo []Yes CINo []VYes ]
Bleeding [INo []Yes [(INo []VYes ]
Pain [CINo []Yes CINo []VYes '
Nausea CINo []Yes [INo []Yes ]
Infection [CINo []Yes [INo []VYes ]
Post Surgery Evaluation Performed by : Date
ERANEEER

Record pain and other post op medicines on CRF 7 - Treatment Medications

Record Serious or Unanticipated Adverse Event on CRF 8 - Dental Adverse Reactions

Recorder's Signature Date (DD/MM/YYYY)




Aastrom Biosciences Inc.

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Instructions for CRF 6 — Follow Up Visit

ITE INSTRUCTIONS
Date of Follow Up Visit Record the date of the visit in the boxes provided using
DD/MM/YYYY format.
Implant Evaluation For each study site or control site endo-osseous implant record

the tooth number location in the boxes provided. For each
condition listed, indicate with a [X|if normal “N” or abnormal *A”
according to treatment expectations.

For implant outcome, if the implant was

successful (stable, functional, and esthetically acceptable) mark
the box labeled “S". If the implant was unsuccessful, record the
unsuccessful implant outcome code in the box labeled “U".

Recorder’s Signature The Recorder must review the form for completeness and
and Date accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require
additional follow-up.




T WL W PViIlVYY Wiy TIJi

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF EDENTULISM OF
THE UPPER JAW

Patient Identification Study Number Main Investigator

Follow Up Visit Date DD\DD\DDDD

Study Site Control Site
Implant # 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Tooth Location OO0 OO OO 0000 | OO | OO OO | 0>
Plaque / Calculus Deposit CNOA |ONOA|ONCTDA|ONTOA [ ONDOARCON A ONCA | ONOA [ ONDOAONA
Appearance of Pert-mplant ONDOA |ONOA[ONDA |[ONDA | ONOAfONDA [ ONDIA | ONDA | ONDA | ONOA
Gingival Index CIN _H_> CINCOOA|ONCDA | ONODA | ONTA CINJA | ONOA | ONTIA | OIN Cla | ONA
Bleeding / Exudate on Probing ONOA [ONOA | ONDOA | ONDTA [ ONDOOA DN A ONCJA|ONOA | ONOA | ONTA
Peri-Implant Radiolucency LINCJA JONOA | ONOA [ ONDOA | ONOACON A | ON DA CNCJA T ONDOA | ONOA
Implant Mobility LINOOA |ONOA | ONOA [ COINA COONOARCONDOA | ONDOATONTA COONCA T ON[JA
Patient Pain or Discomfort CONOJA |ONOA | ONDA | N CJA | COONCJANONDOA | COON A CINCJA | ONDOAT[ONA
s [Is [Is [1s 1s [1s [Is s [1s [1s
Implant Outcome
*Use Cod
oo (Ju [ Oue | O | Oe | e f Ow | e | e | e | o
* Unsuccessful implant outcome codes: A = Implant mobility or loss B= Persistent pain and/or loss of function C=Progressive bone loss
D= Persistent peri-implant radiolucency E= Persistent uncontrolled inflammation/ infection
F = Inability to restore the implant G = Increased probing depths H = Implant failure

Recorder's Signature _ Date (DD/MM/YYYY)




Aastrom Biosciences Inc.

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND
BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss ®) IN THE SURGICAL
TREATMENT OF EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Instructions for CRF 7 — Treatment Medications

ITE INSTRUCTIONS

Treatment Medications For each stage of the study record prescribed medications per
protocol. Specify the name of the medication. Include additional
medications if prescribed. Record the daily dose, dose units, the
start date and end date for each medication listed.

Recorder’s Signature The Recorder must review the form for completeness and
and Date accuracy, then sign and date.

Please complete all data items for this form. Missing or inconsistent data may require
additional follow-up.




Aastrom Biosciences Inc.

Form 7 - Treatment Medications

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL {Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF
EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient Identification

Study Number

Main Investigator

Pre-Study  Record baseline medication, vitamins and supplements on CRF 2 - Clinical History, page 2

Bone Marrow Aspiration

Antibiofc L0 | OO0 | OO0 0 | OO
Anti-inflammatory: L0 D00 OO0 OO000 | OOOoee
Pain: LT | D00 | OOO0O0000 | OO0
Other L0 | D00 | OOO0/O0000 | OO
Otrer: DO OO0 | OoOoO000 | OO/OoC o
Sinus Lift and Bone Grafting Surgery

LI IC T OO I VOO T e e

EREniinnnliinn/ e EEEnliinNEREEEN

IEENlinnniinEnEnEEnliiaEERERNE
Post-Sinus Lift and Bone Grafting
Antibiofc OO0 OO0 | DOOOOO000 | OO0
Anti-Inflammatory: DDDD DDD DD\DD\DDDD DD\DD\DDDD
| Pain Kl L0 | OO0 | OOE0O0O00 | OO0
Cytoprotective; L0 OO | OOOoOO00 | oo

Recorder's Signature Date (DD/IMM/YYYY)

Pace 1 of 2




Aastrom Biosciences Inc.

Form 7 - Treatment Medications

BONE REGENERATION WITH AUTOLOGOUS BONE MARROW CELLS AND BOVINE-DERIVED BONE MINERAL (Bio-Oss®) IN THE SURGICAL TREATMENT OF
EDENTULISM OF THE UPPER JAW

Patient [dentification

Study Number

Main Investigator

Post-Sinus Lift and Bone Grafting (continued)

Other L] O e COoOoE000 | OO OO
Other OO0 | D00 | COO0O000 | OO
Bone Biopsy and Implant Surgery

L0 | OO0 | DO OO O]

L0 OO OO OO0 OO0

LI OO T T OO o
Post-Bone Biopsy and Implant Surgery
Antibiofi: LICEI0T | 010 OOOoO000 | OOy
Antiinfiammatory: IO | OO0 | OO0 E000 | OO0
Pain Killr LCEIET | D00 | OOO0OO00 | OO0
Cytoprotective: LCIEET | D00 OO/O0/O000 | OO ]
Otner OO0 | OO0 | OO0 OO0 | OO
Other LI | OO0 | OOO0O000 | OO0
Otrer OO0 | OO0 | OO/O0OO000 | OO0
Other OO0 | D00 | OO0 OO0 | oo

Recorder's Signature

Date (DD/MMYYYY)

Page 2 of 2




Reconstruccion del maxilar posterior atréfico con células madre mesenquimales

ANEXO 7:

Hoja de doble ciego parala
recogida de datos para la

histomorfometria

Capitulo 11: Anexos
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B oBNGHIB e ndes@RUGIA BIOPSY TORFHING. 4 SPECIMEN CODE
> | CENTRUO MEDICU TEKNON
OtOCMB%'?éJQ Qyéﬁ&; J"{ehL CONSULTORIOS VILANA. Desp. 185
g%ﬁé‘?@' \g)(%e%(z%x{é\ C/. VILA NA 12 ) | el. 933933185
5 Ut Og@%’w mstltutomﬂ)\ OS‘OZZ B‘\RC’I’;ONA L’n 9% :9; iO 85
ovine-Derived Bone Mineral zBlo E)ss) 1 - e
in the Surgical Treatment of Edentulism
of the Upper Jaw sludy site control site
Bone Biopsy for
Histo/Morphological 2 I |
Studies |
Bllndlng Worksheet Stuay sie Lontrol site
Patient Name : 3 '
Study site Control site
Patient ID NO. or DOB (dd/mm/yy) 4 G
Study site Control site
Patient Study Number:
Study site Control site
Study site Control site
Date of Biopsy Collection: 7 I
/ /
Study site Control site
Specimen Label by: 8 D
Date: / /
Study site Control site
Instructions: Study site Control site
For each Dental Biopsy:
1. Record tooth location.
2. Circle either study or control site. 10
3. Attach adhesive label to specimen.
4. Fax Blinding Worksheet to Zellera. X : .
Study site Control site
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