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1. CELULAS MADRE. 

1.1 CONCEPTO Y DEFINICIÓN.  

Las células madre, conocidas por su nomenclatura en inglés como stem cells, son 

células indiferenciadas que presentan dos características principales (Figura 1), que 

les confieren un gran potencial para su utilización en medicina regenerativa. 

1. Son clonogénicas, es decir, son capaces de expandirse por auto-renovación 

ilimitada mediante división simétrica; generando células madre iguales a sí 

misma, es decir, generando clones. 

2. Pueden diferenciarse hacia diversos linajes celulares mediante divisiones 

asimétricas, dando origen a una descendencia similar a la original y a otra que 

puede generar células derivadas de las tres capas embrionarias (ectodermo, 

mesodermo y endodermo).  

 

 

Figura 1: Esquema de las características principales de las células madre. 
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1.2 CLASIFICACION DE LAS CÉLULAS MADRE 

Las células madre se pueden clasificar en función de dos criterios: según su 

potencialidad para diferenciarse hacia diferentes tejidos y según su origen. 

 Células madre según su potencia  

Se diferencian cuatro tipos de células madre en función de la capacidad de 

diferenciarse hacia distintos tipos celulares (Figura 2): 

1. Células madre totipotentes. Son células capaces de generar un organismo 

completo, incluyendo los componentes embrionarios y extraembrionarios, es 

decir, pueden generar todas las células del feto y la parte embrionaria de la 

placenta.  

La célula madre totipotente por excelencia es el cigoto, y este mantiene su 

totipotencia hasta la etapa de 8 a 16 células. Este tipo de células madre tiene 

un uso restringido en terapia celular por diferentes controversias en cuanto a su 

potencial carcinogénico, ya que una vez implantadas pueden dar lugar a 

teratomas o teratocarcinomas, y además presentan el problema ético, que 

supone trabajar con embriones humanos, ya que muchas corrientes defienden 

que la vida humana comienza en la fecundación. 

 

2. Células madre pluripotentes. Son las células madre embrionarias aisladas de la 

masa celular interna del blastocisto; no forman un organismo completo, pero 

pueden dar lugar a cualquier tipo celular de los tres linajes embrionarios 

(endodermo, mesodermo y ectodermo) y a las células de la línea germinal. Las 

células pluripotentes mas estudiadas son las células madre embrionarias 

(ESC).  

 

3. Células madre multipotentes Son células más comprometidas en el proceso de 

diferenciación, por lo que sólo pueden generar células de su misma capa 

embrionaria. Este tipo de células madre permanecen de forma aislada en los 

tejidos del individuo adulto y son las encargadas de realizar la reparación de 

los mismos, como ocurre en huesos, epitelios, células de la sangre y músculo 

esquelético (Becerra y col, 2001).  
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Un ejemplo de este tipo celular es una célula madre mesenquimal de médula 

ósea, que como es de origen mesodérmico daría lugar a células de esta capa 

como son miocitos, condrocitos, osteocitos y adipocitos.  

 

4. Células madre unipotentes. Son células con un grado de diferenciación muy 

limitado, que solo consiguen generar un único tipo de células, como por 

ejemplo, las células madres de la piel. 

 

Figura 2: Tipos células madre según su potencialidad para diferenciarse 

 

 Células madre según su origen 

Las células madre según su origen se dividen fundamentalmente en dos grupos: 

células madre embrionarias y células madre adultas.  

1. Células madre embrionarias ("Embryonic stem cells" o ESC): son células 

pluripotentes que se obtienen a partir de la masa celular interna de un embrión 

en estado de blastocisto, es decir, de 4 a 7 días tras la fecundación 

dependiendo de la especie. Estos embriones son obtenidos mediante 

fecundación in vitro en tratamientos de infertilidad y donados para su uso en 

investigación (Figura 3).  
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Figura 3: Células madre embrionarias. 

 

 
Las primeras células madre embrionarias fueron aisladas en 1981 por Evans y 

Kaufman a partir de blastocistos de ratón, pero hasta 1998 no se anunció el 

descubrimiento de sus homólogas humanas (Thomson y col, 1998), y de las 

células embrionarias germinales (Shamblott y col, 1998).  

Estas células, una vez aisladas, son cultivadas en el laboratorio sobre un lecho 

de células de ratón que funcionan como células alimentadoras (feeder layer) 

(Zaidi y col, 2007). Las células alimentadoras generan un lecho de soporte y 

suministran factores de crecimiento y citoquinas necesarias para que las 

células crezcan adecuadamente, mantengan un cariotipo normal y preserven 

su capacidad de autorrenovación y pluripotencia (Evans y Kaufman, 1981).  

Estudios posteriores identificaron el factor inhibidor de la leucemia (LIF, 

Leukemia Inhibiting Factor) como una de las citoquinas claves liberadas por las 

células alimentadoras para evitar la diferenciación y mantener la capacidad de 

autorrenovación de las ESC de ratón (Smith y col, 1988; Arias y col, 2009). En 

las ESC humanas juegan un papel importante para el mantenimiento de la 

pluripotencia la Activina/Nodal y del Factor de Crecimiento Fibroblástico básico 

(bFGF) (Vallier y col, 2009). 
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La pluripotencialidad de las ESC las hace ser de gran interés para su uso 

terapéutico, ya que les confiere la capacidad de diferenciarse hacia cualquier 

linaje celular de los 200 que están presentes en el organismo. Sin embargo, su 

utilización clínica puede generar diversos problemas: 

 Bioéticos: debido a la necesidad de embriones para su obtención. 

 Bioseguridad: ya que poseen un elevado potencial teratogénico. 

 Inmuno-histocompatibilidad. 

Además, este tipo celular tiene el inconveniente de requerir un lecho de células 

alimentadoras de ratón para su crecimiento y expansión, lo que implica el 

riesgo de transmisión de virus murinos, como han demostrado Cobo y col 

(2008), que con una técnica de microscopia electrónica detectaron la presencia 

de partículas víricas en el 33% de los cultivos realizados con fibroblastos 

embrionarios de ratón. 

Desde que se descubrieron las ESC humanas en 1998, se han desarrollado 

numerosos trabajos de investigación para conocer la biología y los 

requerimientos necesarios de cultivo para mantener su estado pluripotente.  

Para evitar el riesgo trasmisión viral por las células alimentadoras de ratón, se 

han intentado realizar cultivos con medios condicionados que incluyen los 

factores liberados por estas como activina, BMP, FGF y el LIF (Nichols y col, 

1990; Vallier y col, 2009). Además, se han utilizado células alimentadoras de 

origen humano, como fibroblastos de piel (Unger y col, 2008; Unger y col, 

2009) o células derivadas de la placenta (Miyamoto y col, 2004; Park y col, 

2010). Sin embargo, hay estudios comparativos que revelan que las células 

alimentadoras de origen humano y murino no presentan la misma eficacia 

(Eiselleova y col, 2008).  

Actualmente, para evitar riesgos de zoonosis y reacciones inmunes, se están 

desarrollando sistemas de cultivo “xeno-free”, es decir, sin productos de origen 

animal (productos o células), utilizando matrices extracelulares, superficies 

biosintéticas y medios condicionados, lo que facilitaría el uso de estas células 

en aplicaciones terapéuticas (Desai y col, 2015). 

Otro punto a solucionar para la utilización de ESC pluripotentes, es la 

controversia sobre la utilización de embriones humanos para su obtención.  

Este aspecto se ha solucionado con la manipulación de células adultas para 

generar células con pluripotencialidad inducida (iPS). Por lo general, se utiliza  
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como célula diana una célula adulta diferenciada que inicialmente no es 

pluripotente. Por medio de vehículos retrovirales se le transfieren genes 

exógenos, provenientes de células madre, que codifican factores de 

transcripción como son: Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4. Estos genes son capaces de 

desdiferenciar la célula diana y reprogramarla hacia la pluripotencialidad 

(Figura 4). Este tipo celular fue generado por Shinya Yamanaka en el año 2006 

a partir de fibroblastos de ratón. Posteriormente, el mismo grupo obtuvo iPS in 

vitro a partir de fibroblastos humanos, utilizando la misma combinación de 

factores de transcripción: Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4 (Takahashi y col, 2007), 

descritos posteriormente por otros autores (Miller y col 2011). De forma 

simultánea, un grupo de Estados Unidos ha desarrollado iPS humanas con la 

combinación de genes Oct4, Sox2, Nanog y LIN28 vehiculizados en lentivirus 

(Yu y col, 2007) y no utilizando el gen cMyc que es oncogénico. Por todo ello, 

actualmente existen diferentes tendencias sobre la utilización de los genes de 

pluripotencialidad. 

Otros trabajos muestran que la secuencia WNT/β catenina y Nanog son los 

reguladores clave de la pluripotencia de las ESC y la reprogramación de las 

células somáticas (Marucci L, 2014), a diferencia de los primeros estudios de 

Yamanaka que se pensaba que Nanog era dispensable. 

 

 
Figura 4: Obtención IPS. 
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En la actualidad se pueden obtener iPS a partir de diferentes tipos celulares 

como pueden ser las células linfoblastoides, lo que supone un gran recurso 

biológico para aplicaciones de medicina regenerativa (Barret y col, 2014). 

Recientemente, se ha publicado que ya es posible reprogramar células adultas 

de ratón y generar células madre pluripotentes inducidas in vivo, como 

demuestra el grupo del Dr. Serrano, cuyas células son más semejantes a las 

ESC que las células iPS obtenidas in vitro; ya que la reprogramación in vivo 

confiere un estado de pluripotencialidad en la que además de generar células 

de las tres capas embrionarias, se pueden generar células del trofoblasto, por 

lo que tienen características de células totipotentes (Abad y col, 2013). 

Las iPS presentan ventajas importantes respecto a las células madre 

embrionarias: 

1. no generan rechazo inmunológico, ya que se pueden obtener a partir de 

las células del propio paciente. 

2. no requieren la utilización de óvulos humanos. 

3. se obtienen fácilmente. 

Sin embargo, hay trabajos que indican que pueden ser más tumorigénicas que 

las células madre embrionarias (Gutierrez-Aranda y col, 2010). 

 

2. Células madre adultas. Son células madre no diferenciadas que poseen la 

capacidad de clonarse creando copias de sí mismas y de diferenciarse para dar 

lugar a las células adultas del tejido en el que se encuentran, por lo tanto, son 

multipotentes. Se encuentran en diferentes órganos y tejidos. En el hombre se 

conocen 20 tipos distintos de células madre adultas y su función es regenerar 

los tejidos que poseen un desgaste constante como son la piel o la sangre, o 

reparar tejidos dañados como el hígado. 

 

Las células madre adultas más conocidas son las células madre 

mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells, MSC). Estas células se originan a 

partir del mesodermo embrionario, presentan una morfología fibroblástica y 

tienen la capacidad de diferenciarse hacia diversos tipos celulares como 

osteocitos, condrocitos y adipocitos, cuando se mantienen en un ambiente 

condicionado.  
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Los primeros trabajos se realizaron con MSC aisladas de la médula ósea 

(Friedenstein y col, 1966), pero actualmente pueden obtenerse a partir de 

diferentes tejidos: tejido adiposo, músculo, tendón, pulpa dental, ligamento 

periodontal, sangre del cordón umbilical, placenta, periostio, hígado, tejido 

cartilaginoso, líquido sinovial, bazo e hígado (Arthur y col, 2009). 

 

1.3 CELULAS MADRE MESENQUIMALES.  

 Concepto y definición. 

Las células madre mesenquimales (MSC) también conocidas como células madre 

estromales, son células multipotentes obtenidas de tejidos adultos. Tienen 

morfología fibroblastoide y derivan del mesodermo embrionario. Son capaces de 

diferenciarse a diferentes tipos celulares (osteocitos, condrocitos, adipocitos, 

mioblastos, cardiomiocitos, neuronas y astrocitos), tanto in vivo como in vitro. 

(Pittenger y col, 1999; Jori y col, 2005; Chen y col, 2008; Tokcaer-Keskin Zeynep y 

col, 2009) 

Las MSC se pueden aislar, cultivar y manipular in vitro fácilmente (Beyer y col 

2006), ya que se adhieren a las superficies plásticas. En la literatura se pueden 

encontrar muchos métodos diferentes de aislamiento y expansión de MSC, lo que 

aumenta la dificultad de realizar estudios comparativos. La Sociedad Internacional 

de Terapia Celular ha recomendado una serie de criterios mínimos que debe tener 

una célula para ser considerada una MSC humana (Horwitz y col, 2005; Dominici y 

col, 2006) (Figura 5). Estos criterios son: 

1. Ser adherentes al plástico en condiciones estándar de cultivo. 

2. Presentar expresión positiva de los marcadores de superficie CD105, CD73 y 

CD90; y no presentar marcadores hematopoyéticos como CD34, CD45, 

CD11a, CD19 y HLA-DR. 

3. Ser capaces de diferenciarse in vitro a osteocitos, condrocitos y adipocitos bajo 

condiciones específicas de cultivo. 

Inicialmente, las MSC se obtenían principalmente de la médula ósea ya que están 

presentes en el estroma de este tejido. Su papel es contribuir a la regeneración de 

los tejidos mesenquimáticos (hueso, cartílago, músculo, ligamento, tendón, tejido 

adiposo y estroma). 
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El estroma de la médula ósea es un tejido compuesto por células no 

hematopoyéticas (adipocitos, fibroblastos, células endoteliales, macrógados,…) que 

generan un microambiente determinado mediante la liberación de diversos factores 

necesarios para la hematopoyesis, es decir, el estroma actúa como “feeder“ para 

las células hematopoyéticas. 

En la actualidad se extraen MSC de una amplia variedad de tejidos, lo que facilita 

su utilización terapéutica. Por ejemplo: tejido adiposo (Zuk y col, 2002; Wagner y 

col, 2005), músculos, tendón y diferentes tejidos dentales como: ligamento 

periodontal, pulpa dental, papila dental y folículo dental (Huang y col, 2009; Tran 

Hle y col, 2014, Alkhalil y col, 2015), sangre del cordón umbilical (Olson y col, 

2015), placenta (Sabapathy y col 2012), periostio, tejido cartilaginoso, líquido 

sinovial, bazo e hígado (Arthur y col, 2009). Pueden incluirse en la relación incluso 

cerebro, corazón, pulmón y riñones. (Salem y col, 2010). La obtención de las MSC 

a partir de los diferentes tejidos adultos requiere procedimientos más o menos 

traumáticos e invasivos; sin embargo, en un último trabajo Rossignoli y col (2013) 

obtienen MSC a partir de la sangre menstrual y del endometrio decidual, lo que 

podría representar una fuente de células madre muy prometedora para aplicaciones 

de terapia celular.  

 

 
Figura 5: Características células mesenquimales humanas. 
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 Terapia Celular con células madre mesenquimales. 

Las MSC son un recurso terapéutico muy prometedor ya que poseen una gran 

plasticidad, capacidad inmunorreguladora (Uccelli y col, 2006, Patel y col, 2008; 

Shi y col, 2011) y se obtienen fácilmente. Se ha postulado su utilidad en medicina 

regenerativa para una gran diversidad de enfermedades como el Parkinson, 

Alzheimer, lesiones de médula espinal, enfermedades cardiacas, derrames 

cerebrales, quemaduras y osteoartritis entre otras (Park y col, 2014; Joyce y col, 

2010; Kin y col, 2015; Gnecchi y col,2012; Dulamea, 2015; Koźlik y col, 2014; 

Orozco y col, 2011; Orozco y col, 2013; Orozco y col, 2014; Vega y col, 2015). 

Se ha postulado también que las MSC utilizadas junto con la Ingeniería Tisular, 

nos permitirán conseguir órganos y tejidos de repuesto para sustituir aquellos que 

se van deteriorando. Destaca, por ejemplo, la utilización de diferentes tipos de 

biomateriales combinados con las MSC para la regeneración de tejido óseo y 

cartílago (Petite y col, 2000; Gallego y col, 2010; Grayson y col, 2015).En la Figura 

6 se resumen las investigaciones realizadas con MSC para uso clínico. 

 

 

Figura 6: Investigaciones realizadas con células mesenquimales para uso clínico. 
(Mesenchymal Stem Cells, Advances and Applications, Bioinformant 2010) 
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Las MSC presentan desventajas respecto a las ESC, ya que no son pluripotentes y 

tienen una capacidad de expansión más limitada. Sin embargo, la utilización de 

MSC de tejidos adultos presenta muchas ventajas diferentes: 

1. El propio paciente es el donante y el receptor de las células, es decir, se 

pueden utilizar células autólogas, lo que soluciona los problemas de 

histocompatibilidad y de rechazo.  

2. Al utilizar una fuente celular de tejidos adultos, no se requiere la destrucción 

de embriones, y no hay ocasión para controversias en cuestiones éticas y 

morales. 

3. Las MSC adultas presentan un mayor grado de diferenciación respecto a las 

células embrionarias, lo que significa un menor riesgo tumorigénico. 

4. Finalmente, existe más experiencia, resumida en numerosos ensayos 

clínicos, 101 registrados en la FDA (Helmy y col, 2010); con resultados 

preliminares satisfactorios. Sin embargo, todavía no ha pasado tiempo 

suficiente para obtener conclusiones definitivas, ya que la mayoría de los 

ensayos son en fase I y II, y con un número reducido de pacientes. 

(Fernandez Vallone y col, 2013). 

De todos los ensayos clínicos desarrollados con MSC, el 51 % se han realizado con 

MSC de medula ósea, frente al 7% que utilizan MSC de tejido adiposo. 

Aproximadamente el 48% se han realizado con células autólogas frente al 42% con 

células alogénicas (Helmy y col, 2010). El frecuente uso de células alogéncas se 

explica porque las MSC generan un rechazo inmunológico mínimo ya que 

presentan una inmunogenicidad limitada (Horwitz y col, 2002; Uccelli y col, 2006; 

Griffin y col, 2010, Ankrum y col, 2014), aumentando su utilización hasta al 73% en 

el 2012 (Mendicino y col, 2014). 

 

2. TEJIDO ÓSEO. 

2.1. CONCEPTO Y DEFINICIÓN. 

El tejido óseo es un tipo tejido conectivo que se caracteriza por tener un componente 

extracelular calcificado, lo que le aporta rigidez y resistencia a la tracción y a la 

comprensión.  
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El tejido óseo es el componente principal de los huesos, por lo que forma la mayor 

parte del esqueleto, soportando el cuerpo y protegiendo los órganos, además de 

permitir nuestro movimiento. 

Las principales funciones del tejido óseo son: 

 Soporte. Es un lugar de fijación para los músculos y tendones. 

 Protección. Los huesos forman cavidades como el cráneo y la caja torácica que 

protegen los órganos internos, cerebro, pulmones y corazón, de cualquier 

traumatismo. 

 Homeostasis mineral. El tejido óseo es un depósito de minerales, 

especialmente el calcio y el fósforo, muy importantes en funciones como la 

contracción muscular. Cuando se necesitan el hueso los libera al torrente 

sanguíneo para que se distribuyan por el organismo. 

 Hematopoyesis En la cavidad de los huesos  largos, vértebras, costillas, 

esternón, huesos del cráneo, cintura escapular y pelvis se encuentra la médula 

ósea roja que produce la sangre porque contiene células madre que originan 

los tres tipos de células sanguíneas: leucocitos, hematíes y plaquetas. 

 Reserva. En el interior de los huesos largos se encuentra la médula ósea 

amarilla compuesta por adipocitos y hematíes dispersos, lo que la convierte en 

una fuente de reserva energética. 

 

2.2. ESTRUCTURA DEL TEJIDO ÓSEO. 

Morfológicamente el tejido óseo presenta ciertas similitudes con el tejido 

cartilaginoso, ya que ambos están constituidos por células rodeadas por una matriz 

extracelular amorfa. Las células del hueso (osteocitos) se localizan en unos 

espacios llamados osteoplastos o lagunas lenticulares, y todo el conjunto se 

encuentra rodeado de una capa de tejido conectivo fibroso que es el periostio. Su 

estructura se conoce a partir de la “Ciencia general de los tejidos” del médico y 

anatomista francés Xavier Bichat (1771-1802). 

Macroscópicamente se diferencian dos tipos de tejido óseo (Figura 7): compacto y 

esponjoso o laminar. 
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Figura 7: Estructura del tejido óseo. 

 

 

 Tejido óseo compacto. 

Está formado por una masa compacta sin espacios y se encuentra en la parte 

externa de los huesos y en la diáfisis de los huesos largos. Este tejido presenta 

una estructura de anillos concéntricos o laminillas de matriz mineralizada 

alrededor de los canales de Havers, que se extienden longitudinalmente y se 

comunican entre sí por los llamados canales de Volkmann que perforan el 

periostio. Estos dos tipos de canales permiten la distribución por el tejido óseo 

de vasos sanguíneos (aportan oxígeno y nutrientes y eliminan sustancias de 

desecho), linfáticos y nervios. Entre las laminillas concéntricas se encuentran 

las lagunas lenticulares donde se ubican los osteocitos. Cada laguna tiene una 

serie de canalículos donde se extienden las prolongaciones de los osteocitos 

para conectarse entre sí y con los canales de Havers.  
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El conjunto de un canal central, las láminas concéntricas que lo rodean, las 

lagunas, los canalículos y los osteocitos incluidos se denomina osteona o 

sistema de Havers, y su diámetro varia de 100 a 400 µm. Finalmente, las 

láminas que se encuentran entre las osteonas se denominan láminas 

intersticiales. 

 Tejido óseo esponjoso o laminar. 

Está constituido por finas trabéculas de sustancia esponjosa compuestas por 

hueso laminar sin vasos, que se entrecruzan dando lugar a un entramado en 

forma de red, cuyos espacios están intercomunicados y albergan la médula 

ósea roja. Este tejido se encuentra en la porción central de los huesos planos y 

en las epífisis de los huesos largos. 

 

2.3. CÉLULAS DEL TEJIDO ÓSEO. 

El tejido óseo tiene diferentes tipos celulares (Figura 8): 

 Células osteogénicas. 

Son células no especializadas originadas a partir de las células 

mesenquimáticas primitivas, que forman una población de células troncales 

encargadas de originar los osteoblastos y osteocitos. Estas células tienen una 

morgología fusiforme con citoplasma poco prominente y se encuentran en la 

capa interna del periostio (tejido que rodea los huesos) y del endostio (tejido 

que delimita cavidad medular del hueso y los canales de los conductos de 

Havers). 

 

 Osteoblastos. 

Son células osteoformadoras que han perdido la capacidad de dividirse por 

mitosis y están encargadas de sintetizar y secretar los componentes orgánicos 

de la matriz ósea para el crecimiento, mantenimiento y reparación del hueso. 

La formación de la matriz se lleva a cabo por la secreción de colágenos y otros 

materiales. El depósito de las sales de calcio, que aportan la dureza se produce 

entre 8 y 10 días después de que se hayan liberado las moléculas de 

tropocolágeno.  



INTRODUCCIÓN 

17 
 

 

Los osteoblastos se encuentran en las superficies de los huesos y a medida 

que van liberando los materiales que forman la matriz ósea van quedando 

rodeados por ella en las lagunas lenticulares pasando a ser osteocitos. Como 

células principalmente secretoras, presentan un complejo de Golgi desarrollado 

con numerosas mitocondrias con gránulos de fosfato tricálcico y un retículo 

endoplasmático rugoso (RER) muy desarrollado, con cisternas dilatadas y gran 

número de ribosomas. En el citoplasma también aparecen vacuolas con 

contenido amorfo, inclusiones lipídicas y lisosomas. Estas células contienen 

fosfatasa alcalina que genera un aumento de la concentración de calcio y 

fósforo. 

 
 Osteocitos. 

Son las células más abundantes del tejido óseo, constituyendo el 95% del 

componente celular de dicho tejido. Se originan a partir de los osteoblastos 

cuando pierden la capacidad de síntesis y secreción; esta transformación 

ocurre aproximadamente cada tres días (Bozal, 2006). Se encuentran en las 

lagunas lenticulares rodeados de matriz ósea calcificada, y su función es 

realizar el intercambio de nutrientes y productos de desecho. Realizan además 

el mantenimiento del estado de la matriz ósea y el intercambio de calcio con la 

sangre. Los osteocitos son células alargadas con numerosas prolongaciones 

que permiten la comunicación intercelular; tienen un núcleo central ovoide y 

citoplasma basófilo. Presentan un complejo de Golgi y un RER menos 

desarrollado que los osteoblastos, con escasas mitocondrias, lisosomas e 

inclusiones de lípidos y glucógeno. 

 
 Osteoclastos. 

Son células derivadas de monocitos circulantes que se asientan sobre la 

superficie del hueso donde realizan la reabsorción del tejido óseo. Participan en 

los procesos de remodelación de los huesos durante los procesos de 

crecimiento y reparación ósea. Los osteoclastos son células multinucleadas de 

gran tamaño (100 µm) y móviles, situadas entre las trabéculas óseas a 

reabsorber y un capilar. La cara relacionada con las trabéculas se sitúa en el 

interior de las “lagunas de Howship” (lagunas formadas durante el proceso de 

reabsorción) y presenta un borde estriado por la presencia de 

microvellosidades, mientras que la cara contraria es lisa. Cada núcleo se 
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relaciona con un complejo de Golgi hacia la cara lisa y contienen abundantes 

lisosomas y vacuolas con cristales de hidroxiapatita. Los lisosomas son los 

encargados de secretar enzimas capaces de atacar la matriz del hueso y 

liberar el calcio atrapado en ella. 

 

 

 

Figura 8: Tipos celulares del tejido óseo. 

 

 

2.4. MATRIZ ÓSEA. 

La matriz ósea está constituida por componentes orgánicos e inorgánicos. 

Los componentes orgánicos descritos en 1853 por Virchow, están formados en 

un 90% por fibras de colágeno, principalmente tipo I, que se asocian entre si 

formando fascículos paralelos de unas 15 µm, lo que aporta cierto grado de 

elasticidad y resistencia a las fuerzas de tensión. Además del colágeno, entre los 

componentes orgánicos aparecen proteoglucanos (condroitin y queratan sulfato), 

glucosaminoglucanos y glucoproteínas. Además, osteonectina, osteopontina y 

osteocalcina responsables de la mineralización de la matriz ósea. La osteonectina 

es una glicoproteína ligada al calcio, que mantiene las uniones entre las fibras de 

colágeno y la porción mineral del hueso; la osteopontina es la encargada del 

anclaje de los osteoclastos a la matriz mineral de los huesos y la osteocalcina fija el 

calcio a la matriz ósea. Ver Tabla 1. 
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Los componentes inorgánicos están constituidos en un 65% por depósitos de 

fosfato cálcico cristalino (hidroxiapatita). Contiene además iones como magnesio, 

sodio, potasio, citrato y carbonato cálcico. Las sales minerales se depositan por 

cristalización en el entramado de las fibras de colágeno durante el proceso de 

calcificación o mineralización, proceso responsable de la dureza de la matriz. 

 

 

Tabla 1: Proteínas de la matriz ósea.  

COLÁGENO  Tipo I, II, V y XII 

PROTEOGLICANOS 

 Condrotin sulfato 

 Decorina 

 Biglicano 

 Hialuronano 

PROTEINAS CON ACIDO Ɣ-
CARBOXI-GLUTÁMICO 

 Osteocalcina 

 Proteína de la matriz con ácido Ɣ-Carboxi-glutámico 

GLICOPROTEINAS 

 Osteonectina 
 Fosfatasa Alcalina 

 Proteinas con RGD  

- Fibronectina 

- Trombospondina 

- Osteopontina 

- Vitronectina 

- Sialoproteinas óseas 

PROTEINAS DEL PLASMA 
 Albúmina 

 Α2-SH-glicoproteina 

FACTORES DE 
CRECIMIENTO 

 IGF-I y II (Insulin growth factor I y II)  

 TGF-β (Transforming growth factor -beta)  

 PDGF (Platelet derived growth factor) 

(Fernandez-Tresguerres-Hernandéz-Gil, 2006) 

 

 

2.5. FORMACIÓN DEL HUESO. 

El proceso de formación del hueso se denomina osificación y puede ser de dos 

tipos: intramembranosa y endocondral. 

 

 Osificación intramembranosa. 

La osificación intramembranosa aparece en los huesos planos, especialmente 

en el cráneo; y se desarrolla a partir del mesénquima.  
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En un primer estadio, aparece un tejido mesenquimatoso constituido por 

células estrelladas que forman una estructura membranosa. Este tejido es 

invadido por numerosos capilares, que irrigan la zona, de forma que las células 

mesenquimatosas se transforman en células osteogénicas, que darán lugar a 

los osteoblastos que inician la producción de la matriz ósea que se calcifica y 

se convierten en osteocitos. Esta osificación da lugar al tejido óseo primario, y 

por la remodelación de los osteoclastos se genera el tejido óseo adulto. 

 

 Osificación endocondral. 

La osificación endocondral tiene lugar fundamentalmente en los huesos largos 

y se caracteriza porque el tejido cartilaginoso hialino es sustituido por hueso.  

En una primera fase, las células mesenquimatosas se diferencian a 

condroblastos que sintetizan la matriz cartilaginosa. En una siguiente fase, se 

produce un aumento y maduración de los condrocitos y la calcificación de los 

mismos debido a un depósito de sales de hidroxiapatita. En la zona calcificada 

se genera una vascularización a partir del pericondrio que lleva nutrientes y 

oxígeno a las células de esta zona. Estas células se diferencian a células 

osteogénicas y posteriormente a osteoblastos, que producen matriz ósea sobre 

los restos del cartílago calcificado. 

 

2.6. REMODELACIÓN DEL TEJIDO ÓSEO. 

El tejido óseo es un tejido dinámico que se encuentra en una fase de remodelación 

constante. El remodelado óseo existe durante toda la vida, entre 5-10% del hueso 

total al año, es decir, nuestro esqueleto se renueva totalmente cada 10 años. El 

balance entre la reabsorción y el remodelado, está influido por numerosos factores 

genéticos, mecánicos, vasculares, nutricionales, hormonales y locales. Hasta los 30 

años existe un balance positivo entre remodelación y reabsorción, entre los 30 y los 

50 se tiene la máxima masa ósea y a partir de aquí, predomina la reabsorción y la 

masa ósea empieza a disminuir (Fernandez-Tresguerres-Hernandéz-Gil, 2006). El 

proceso de remodelación ósea se divide en 5 fases (Figura 9): 
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1. Fase quiescente 

Esta es la fase en la que se encuentra el hueso en reposo. Hasta el momento 

no se conocen los factores que inician el proceso se remodelado, éste ocurre 

de forma fisiológica, ya que el hueso es un tejido en fase de remodelación 

continua, pero también se puede desencadenar cuando el hueso sufre una 

agresión. 

 

2. Fase de activación 

Esta fase se inicia con la activación de la superficie del hueso debido a 

“señales” no bien conocidas, entre las que figuran una serie de cambios en las 

fuerzas mecánicas locales, en la situación endocrinológica del individuo, en el 

ambiente paracrino de la zona a remodelar e incluso cambios en la estructura 

del hueso por el propio envejecimiento o por una agresión o daño. Antes de 

iniciarse la reabsorción, las células limitantes, es decir, los osteoblastos 

situados en el endostio, se retraen, y por acción de colagenasas se digiere la 

membrana endóstica, quedando la superficie mineralizada expuesta a la acción 

de los osteoclastos circulantes, que se fijan a las proteinas de la matriz ósea 

(fibronectina y vitronectina). 

 

3. Fase de reabsorción 

En esta fase, los osteoclastos activos comienzan a disolver la matriz mineral y 

a descomponer la matriz osteoide. Este proceso lo finalizan los macrófagos, y 

permite la liberación de los factores de crecimiento contenidos en la matriz, 

principalmente TGF-β, PDGF e IGF-I y II. 

 

4. Fase de formación 

Durante esta fase, las células osteoprogenitoras se agrupan en las zonas 

reabsorbidas por atracción quimiotáctica de los factores de crecimiento 

liberados durante la reabsorción (Lind y col, 1995). Estos factores estimulan la 

proliferación de las células osteoprogenitoras, que sintetizan una sustancia 

cementante sobre la que se forma el nuevo tejido. Además expresan proteínas 

morfogenéticas óseas (BMPs) que inducen su diferenciación hacia 

osteoblastos, que inician la síntesis de sustancia osteoide. 
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5. Fase de mineralización 

La mineralización de la matriz ósea comienza a los 30 días del depósito de la 

sustancia osteoide y finalizará a los 130 días en el hueso cortical o compacto y 

a los 90 en el hueso trabecular. Una vez finalizada esta fase, el hueso vuelve a 

la fase quiescente o de descanso.  

 

 

 

Figura 9: Proceso de remodelado óseo. (Fernandez-Tresguerres-Hernandéz-Gil, 2006) 
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3. DEFECTOS ÓSEOS. 

La reconstrucción de defectos óseos producidos por traumatismos y otras 

etiologías (resecciones tumorales, malformaciones, quistes, infecciones…) es una 

cuestión de notable importancia en el mundo actual, dado el número de daños en 

las articulaciones y fracturas óseas que se producen por accidentes o en la 

práctica deportiva. Este hecho, tiene gran importancia en el campo de la cirugía 

maxilofacial, donde se incluye la pérdida de hueso asociada a la edad que origina 

alteraciones estéticas y funcionales. 

En función del defecto a reparar se pueden utilizar diferentes tratamientos para 

restaurar la forma y la función ósea, pero los más comunes son los injertos óseos, 

que pueden ser autoinjertos (del mismo individuo), aloinjertos (individuos diferentes 

de la misma especie) o xenoinjertos (individuos de diferentes especies). Cada tipo 

de injerto tiene sus limitaciones (Reynolds, 2010). La distracción ósea y los 

procedimientos con injertos microvasculares han demostrado ser la mejor opción 

para la reparación de defectos de mayor tamaño y complejidad en la región facial, 

pero tampoco están exentos de limitaciones y desventajas.  

Hasta el momento, el mejor sustituto del hueso es el propio hueso, es decir, el 

trasplante autólogo (Hennessey y col, 2005; Infante-Cossio y col, 2007), donde 

donante y receptor coinciden. Este tipo de trasplante es el más utilizado desde 

inicios del siglo XX, ya que no presenta problemas inmunológicos. Es considerado 

el “gold standard “ en la reconstrucción ósea porque se transplanta un tejido vivo, 

es decir, con células (Handschel, 2006), lo que le hace ser un material 

osteoinductivo (libera BMPs y otros factores de crecimiento que estimulan las 

células osteogenicas), osteogénico (posee células osteogénicas que forman el 

nuevo tejido) y osteoconductivo (permite el crecimiento y vascularización del lecho 

del receptor hacia el interior del injerto) (Dimitriou y col, 2011; Cab Chan, 2014). 

Sin embargo, la utilización de autoinjertos presenta desventajas, ya que es 

necesario realizar una intervención adicional para su obtención y, a pesar de los 

avances en el diagnóstico por imagen, los métodos anestésicos y la técnica 

quirúrgica, los pacientes siguen experimentando una morbilidad significativa de la 
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zona donante. Si el injerto se obtiene de la cresta iliaca, el dolor dura 6 semanas e 

incluso el 10% de los pacientes sufre dolor durante más de dos años. (Younger y 

col, 1989). Por otro lado, existen limitaciones en cuanto a la obtención debido a la 

escasez de zonas de hueso donante.  

Una alternativa a considerar son los aloinjertos obtenidos de donantes muertos, lo 

que soluciona la escasez de material en cuanto a formas y tamaños (Nandi, 2010), 

debido a la existencia de bancos de tejidos. En este punto, el factor limitante para 

el éxito del aloinjerto es su obtención y almacenamiento. Existe, además, la 

posibilidad de rechazo inmunológico.  

Estos injertos presentan varias desventajas. En primer lugar tienen en 

comparación con los autoinjertos una menor capacidad osteoconductiva y 

osteoinductiva, lo que alarga el tiempo de regeneración. También tienen menor 

capacidad osteogénica, porque no poseen un componente celular, ya que se 

desvitalizan por irradiación o congelación/liofilización para evitar la transmisión de 

agentes infecciosos (Habibovic, 2007). El segundo punto importante, es que 

presentan un balance negativo entre la tasa de reabsorción del injerto alogénico y 

la formación de nuevo tejido, lo que conlleva la posibilidad de fracturas y la no 

integración del injerto realizado. A pesar de sus desventajas, se utilizan 

fundamentalmente por su disponibilidad y porque se consideran biocompatibles 

(Tortolini y col, 2012).  

Los xenoinjertos son otro sustituto a considerar. En este caso es un injerto de otra 

especie y la principal desventaja es el rechazo imnunológico y la posibilidad de 

transmisión de agentes infecciosos. En este apartado, destaca la utilización de 

huesos bovinos (Thorwarth y col, 2006; Maiorana y col, 2011), o porcinos (Barone 

y col, 2008) liofilizados o desminalizados. 

Otra opción eficiente para la reparación del tejido óseo son las técnicas de 

distracción ósea, desarrollada desde 1905 con un cruento método descrito por 

Codivila que utilizó la técnica para alargar las extremidades inferiores. Esta técnica 

se basa en la creación de hueso neoformado y tejidos blandos adyacentes entre 

dos segmentos de hueso que se van separando de forma gradual y controlada 

mediante un distractor. Esta separación genera un estrés tensional que permite la 

formación de hueso, y otros tejidos circundantes como: piel, fascia, músculos, 
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tendones, encía, mucosa oral, vasos y nervios; como demostró Gavriil Ilizarov en 

1989. (Lugo-Martínez 2010). El mayor inconveniente de esta técnica es la 

necesidad de realizar varias intervenciones y la dificultad para controlar el vector 

de distracción en los defectos óseos complejos. Sin embargo, es un método eficaz 

para el tratamiento de defectos mandibulares (Guerrero y col, 1995; Vila-Morale y 

col, 2011). 

Por último, la utilización de colgajos microvasculares es la mejor solución para 

defectos amplios de hueso y tejido blando en la región craneo-maxilofacial. En esta 

técnica se utilizan injertos autólogos con pedículo vascular propio, que se transfiere 

y se anastomosa a las estructuras vasculares de la zona del defecto. Esta técnica 

permite reconstrucciones de estructuras complejas con mejores resultados 

estéticos y funcionales que otras técnicas convencionales, ya que el colgajo 

garantiza una irrigación óptima, resultando en una integración completa del injerto, 

lo que garantiza resultados estables con mejor calidad para el paciente (Navarro-

Villa y col, 2002; Brito-Pereira y col, 2012). 

Sin embargo, esta técnica también presenta desventajas. Por ejemplo, para la 

obtención y trasplante del colgajo se requiere un mayor tiempo quirúrgico, con dos 

equipos de cirujanos; además, la zona donante presenta una co-morbilidad con un 

déficit permanente cuando se incluye tejido muscular en el colgajo (recto 

abdominal) o un fragmento de hueso (peroné o cresta iliaca). (Colletti y col, 2014). 

La Ingeniería Tisular, ha emergido recientemente como técnica alternativa para la 

reparación de los defectos óseos. Esta, combina células como las MSC o células 

osteogénicas maduras, con soportes tridimensionales o matrices biocompatibles, 

de forma que en conjunto se obtiene una estructura tridimensional similar al tejido. 

Esto facilita la reparación de los defectos y permite obtener mejores resultados que 

con las opciones convencionales de tratamiento (Dimitriou y col, 2011). 
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4. INGENIERIA TISULAR 

4.1. CONCEPTO Y DEFINICIÓN 

El término de Ingeniería Tisular, se utilizó por primera vez en 1987 para definir 

una nueva ciencia multidisciplinar que se basa en la utilización de células vivas. La 

manipulación del entorno extracelular para la creación de sustitutos biológicos y su 

implantación en el cuerpo para reparar, reemplazar, mantener o mejorar la función 

de un órgano o tejido dañado (Falke y col, 2000). (Figura 10). 

La creciente necesidad de órganos, unida al breve periodo de viabilidad de los 

mismos y su posible rechazo, a pesar de los avances en la terapia 

imnunosupresiva, hace que la Ingeniería Tisular sea considerada como un 

tratamiento médico ideal, ya que utiliza la combinación de tres herramientas 

básicas: células, soporte y factores de crecimiento, usados o no de forma 

simultánea, lo que favorece la reparación del tejido dañado (Ikada, 2006).  

Las primeras investigaciones se realizaron con células de origen autólogo, que no 

generan rechazo inmunológico, lo que evita la necesidad de terapia 

inmunosupresora. En este punto, las células mesenquimales, con un gran 

potencial osteogénico, junto a las células de la médula ósea, las células de 

periostio y los osteoblastos, han sido la primera opción para la reparación del tejido 

óseo. (Drosse y col, 2008). 

 

 

Figura 10: Bases de la Ingeniería Tisular. (Drosse y col, 2008) 
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Como ya hemos visto, actualmente se utilizan diferentes tejidos como fuente de 

MSC. Sin embargo, in vitro las MSC crecen en monocapa, mientras que el hueso 

presenta una estructura tridimensional. De aquí surge la necesidad de desarrollar 

una estructura o matriz que permita a las células crecer en un ambiente 

tridimensional adecuado para reemplazar el tejido dañado. (Salgado y col, 2004).  

A pesar de los avances y mejoras que se han producido en este campo durante los 

últimos años, la matriz “ideal” para la ingeniería tisular ósea no ha sido desarrollada 

todavía. Las matrices generadas con biovidrios unidos a células mesenquimales 

(Destch y col, 2014), las formadas por láminas de diferentes biomateriales (Kon y 

col, 2014) o los hidrogeles generados con sistemas de biplotting son alternativas 

muy atractivas para las aplicaciones biomédicas. Estos últimos pemiten obtener una 

estructura definida que favorece la angiogénesis (Zchnder y col, 2015) y la unión de 

fármacos a dichas matrices (Martínez-Vázquez y col, 2015; Paris y col, 2015). 

 

4.2. MATRICES TRIDIMENSIONALES 

La matriz tridimensional es crucial para el éxito de la ingeniería tisular ósea, ya que 

aporta un ambiente adecuado para la migración de células ostogénicas, facilita la 

proliferación y la diferenciación en su interior y además promueve la formación de 

hueso nuevo y mantene una competencia mecánica durante la regeneración del 

mismo (Fröhlich y col, 2008). 

 Propiedades de la matriz 

En ingeniería tisular una matriz es un soporte o andamio que acomoda las células y 

las guía en su crecimiento y regeneración tridimensional de los tejidos. (Yang y col, 

2001).  

Las propiedades esenciales deseables para una matriz son (Salgado y col, 2004): 

 Biocompatibilidad. Deben integrarse en el organismo receptor sin generar 

respuesta inmunológica. 
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 Porosidad. Las matrices deben ser porosas y permeables a las células, con 

poros abiertos intercomunicados entre sí para aumentar la superficie 

expuesta al cultivo celular y facilitar la distribución de las células en su interior. 

El tamaño de poro debe estar en un rango de 200 a 900 µm, para permitir la 

penetración celular, la formación de matriz extracelular y la 

neovascularización en las áreas centrales de la matriz, a partir de los tejidos 

circundantes. 

 Propiedades de superficie. Debe tener características químicas y topográficas 

que permitan adhesión y proliferación celular. Las características químicas se 

relacionan con la capacidad de las células de adherirse al material y mantener 

interacciones con las proteínas de la matriz. Las características topográficas 

son muy interesantes para los procesos de osteoconducción que facilitan la 

colonización de la matriz por células de los tejidos adyacentes.  

 Osteoinductividad. Capacidad para reclutar células osteogénicas del hueso 

sano para estimular la diferenciación osteogénica y la formación de nuevo 

tejido. 

 Propiedades mecánicas. La matriz debe aportar resistencia mecánica para 

soportar la presión y mantener la forma requerida para el crecimiento celular y 

la producción de matriz extracelular. 

 Biodegradabilidad. Es esencial que la matriz se degrade de forma paulatina a 

medida que se forma el nuevo tejido y que los productos de degradación no 

sean tóxicos y se eliminen fácilmente.  

Actualmente existen diferentes métodos para la fabricación de las matrices porosas 

(Chen y col, 2002) como hidrogeles, espumas generadas con CO2 a altas 

presiones, extrusión de fibras que generan matrices con diferentes tamaños de 

poro, técnicas de prototipado rápido (Leukers y col, 2005), separación de fases, 

liofilización y lixiviación o extracción sólido-líquido (Tran y col, 2011). 
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 Biomateriales 

Un biomaterial se define como un material ideado para interaccionar con los 

sistemas biológicos para evaluar, tratar, aumentar o substituir cualquier tejido, 

órgano o función del cuerpo. Actualmente existen diversos tipos de biomateriales 

para producir una matriz o soportes celulares. La selección del material apropiado 

para es muy importante para el éxito de la matriz; en este punto tenemos una gran 

diversidad: metales, cerámicas o polímeros naturales o sintéticos; o la combinación 

de ellos (Tabla 2). 

 

 Metales. Son materiales ampliamente utilizados en el campo de la medicina 

ortopédica para generar endoprotesis. Los implantes metálicos son de 

acero inoxidable, aleaciones de cobalto y cromo, y de titanio o aleaciones 

del mismo. Estos materiales presentan una desventaja importante para su 

utilización ya que no son biodegradables, y se pueden corroer con el 

tiempo. 

 Cerámicas. Son ampliamente utilizadas en el campo de la ingienería tisular 

ósea debido a su bioactividad y por la semejanza estructural con la fase 

mineral del hueso (Plazas-Bonilla y col, 2011). Las apatitas, y más 

específicamente la hidroxiapatita (HA) (Martinez-Valencia y col, 2008; 

Sulaiman y col, 2013), aunque presentan alta fragilidad, poseen buenas 

propiedades físicas. Son resistentes a la temperatura, a la corrosión y al 

desgaste. Son materiales de elevada dureza. Por su parte, la alúmina y la 

zirconia, (Bose y col, 2002; Song y col, 2014) tienen aplicación en ortopedia 

por ser muy resistentes al desgaste. Las cerámicas biodegradables pueden 

clasificarse en cerámicas de fosfato tricálcico (TCP) y biovidrios. 

 Polímeros. Los clásicos son de origen natural como el colágeno, el chitosan 

(Abarrategi y col, 2010), el almidón o los glicosaminoglicanos. También 

puedes ser de origen sintético como el ácido poliláctico (PLA) o el ácido 

poliglicólico (PGA), ampliamente utilizados en suturas reabsorbibles. Los 

polímeros presentan la ventaja que son biodegradables y biocompatibles lo 

que facilita la adhesión, migración y diferenciación celular, así como la 

deposición de matriz extracelular. Sin embargo, los polímeros naturales 

tienen la desventaja de poder generar respuesta inmunológica, y un riesgo 

de trasmisión viral cuando son de origen animal (Panseri y col, 2011).



INTRODUCCIÓN 

30 
 

 

Tabla 2: Tipos de biomateriales, características y aplicaciones clínicas en regeneración 
ósea. (Velasco- Peña y col, 2010) 

 

Composición Tipo Origen Aplicaciones clínicas Propiedades 

Fosfatos de calcio  
Ej: hidroxiapatita, 
fosfato tricalcico, 
fosfato de 
octacalcio 

Cerámico Sintético 

Regeneración ósea, de sitios sin 
carga mecánica, relleno de 
defectos óseos (cementos, 
gránulos, recubrimientos) 

Adhesión de tejido 
óseo (bioactividad), 
biodegradable, tasa de 
degradación variable 

Fosfatos de calcio 
base silício 
(biovidrios) 

Vidrios 
cerámicos 

Sintético 

Regeneración ósea, de sitios sin 
carga mecánica, relleno de 
defectos óseos (gránulos, 
recubrimientos) 

Adhesión de tejido 
óseo (bioactividad), 
biodegradable 

Alumina (óxido de 
aluminio) 

Cerámico Sintético 
Reemplazo de articulaciones 
(rodilla, hombro) 

Alta resistencia a la 
tensión, resistencia a la 
fatiga, sin adhesión de 
tejido óseo, alta 
resistencia a la fatiga, 
baja fricción 

Titanio y sus 
aleaciones 

Metal Sintético 
Reemplazo de hueso en sitios 
con carga mecánica. Prótesis 
dentales o de cadera, vertebras 

Adhesión de tejido 
óseo (bioactividad) en 
algunos casos. 
Resistente a la 
corrosión. Alta 
resistencia mecánica 

Acero inoxidable, 
aleaciones de 
cobalto y cromo 

Metal Sintético 

Reemplazo de hueso en sitios 
con carga mecánica, prótesis 
dentales y de cadera, vértebras y 
fijaciones 

Corrosión a largo plazo 

Polimetilmetacrilato Polímero Sintético 

Reemplazo de hueso en zonas 
con carga mecánica, relleno de 
defectos óseos (cemento óseo). 
Fijación de prótesis de cadera y 
vertebroplastia 

No degradable 

Poliesteres como el 
ácido polilactico, 
ácido poliglicólico, 
policaprolactona y 
poliuretano. 

Polímero Sintético 

Fijación degradable de hueso, 
hilo de sutura, relleno de 
defectos óseos, regeneración 
tejido blando y liberación 
controlada de fármacos 

La tasa de degradación 
y las propiedades 
mecánicas se pueden 
controlar variando su 
peso molecular 

Polietileno de ultra 
alto peso molecular 

Polímero Sintético 
Componente de prótesis 
articulares en la zona de 
movimiento relativo (junta) 

Capacidad de 
lubricación 

Tereftalato de 
polietileno 

Polímero Sintético 
Cemento y relleno de defectos 
óseos. 

La tasa de degradación 
y las propiedades 
mecánicas se pueden 
controlar variando su 
peso molecular. 
Bioactivo 

Polietilenglicol Polímero Sintético 
Excipiente en fármacos y 
alimentos. Reparación de tejidos 
duros y blandos 

Gel acuoso inyectable 
y degradable 

Coral Mineral 
Natural 
(animal) 

Relleno de defectos óseos 
Alta interconexión, 
biodegradable 

Matriz ósea 
desmineralizada 

Proteína 
Natural 

(humano) 
Relleno de defectos, 
regeneración de cartílago 

Biodegradable, fuente 
natural de proteínas 
osteoinductivas (BMPs) 

Colágeno Proteína 
Natural 
(bovino) 

Reparación de tejidos duros y 
blandos 

Biodegradable 
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Actualmente existen también combinaciones de los diferentes tipos de 

biomateriales, Tanodekaew y col (2013) combinan una matriz de HA y PLA; Kon y 

col (2014) estudian una matriz trilaminar de colágeno e HA. Otro punto a destacar 

en los biomateriales, es su combinación con diferentes sustancias como factores 

de crecimiento (BMPs, TGF-β, IGF, FGF, PDGF, VEGF) (Jansen y col, 2005) que 

promueven la penetración de células en la matriz y su colonización, así como la 

generación de hueso nuevo (Blackwood y col, 2012). También favorecen la 

neovascularización del implante (Suárez-González y col, 2014). 

 

5. ENSAYOS CLINICOS (EC). 

5.1. CONCEPTO Y DEFINICIÓN 

Un ensayo clínico es la evaluación experimental de un producto, sustancia, 

medicamento, técnica diagnóstica o terapéutica que, en su aplicación a seres 

humanos, pretende valorar su eficacia y seguridad. Por evaluación experimental se 

entiende la realizada con un medicamento no autorizado, fuera de las condiciones 

especificadas en la ficha técnica del mismo o fuera de las condiciones habituales de 

utilización. La Ley 29/2006 en el artículo 58.1 y la ICH BPC en el punto 1.32 definen 

el EC como “Toda investigación efectuada en seres humanos para determinar o 

verificar los efectos clínicos, farmacológicos y/o demás efectos farmacodinámicos, 

y/o identificar cualquier reacción adversa, y/o de estudiar la absorción, distribución, 

metabolismo y excreción de uno o varios medicamentos en investigación con el 

propósito de determinar su seguridad y/o su eficacia”. 

Los EC se realizan para: 

 Conocer los efectos farmacodinámicos o recoger datos referentes a su 

absorción, distribución, metabolismo y excreción del medicamento a estudio 

en el organismo humano. 

 Establecer la eficacia para una indicación terapéutica, profiláctica o 

diagnóstica determinada. 

 Conocer el perfil de reacciones adversas y establecer su seguridad. 
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Al ser un estudio realizado en humanos, el EC debe cumplir los siguientes aspectos 

fundamentales: 

 Ser éticamente correcto 

 Presentar una metodología adecuada, que incluye un diseño correcto, 

objetivos concretos en función de la hipótesis formulada y un análisis 

estadístico adecuado.  

 Cumplir con todos los requerimientos legales. 

Es obligatorio para todo EC cumplir con las normas de Buena Práctica Clínica 

(BPC) para garantizar 1) que se vela por los derechos, seguridad y bienestar del 

sujeto que participa en un ensayo, 2) que los datos recogidos son exactos y fiables 

y 3) que las autoridades reguladoras aceptaran los datos del ensayo. 

El cumplimiento de las BPC obliga a que todos los medicamentos en investigación 

se fabriquen, manejen y almacenen de acuerdo a las Normas de Correcta 

Fabricación (NCF, en inglés GMP) pertinentes. Además, los medicamentos en 

investigación se deben utilizar sin salirse del protocolo aprobado. 

La Guía de BPC de la Conferencia Internacional de Armonización (ICH BPC) es 

una Norma Internacional de calidad científica y ética dirigida al diseño, realización, 

registro y redacción de informes de ensayos clínicos que implican la participación 

de los seres humanos (para más información visitar el siguiente enlace 

http://www.aemps.gob.es/industria/inspeccionBPC/docs/guia-BPC_octubre-

2008.pdf)  

Además, los EC deben realizarse de acuerdo con los principios éticos establecidos 

en:  

- Código de Nuremberg (1947): estableció el consentimiento voluntario del 

sujeto como imprescindible para realizar experimentos en humanos. 

- Declaración de Helsinki (1964) (10ª revisión Seúl, 2008): propone los 

principios éticos para orientar a los médicos y a las personas que realizan 

investigación médica en seres humanos. 
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- Informe Belmont (1978): es un informe creado por Departamento de Salud, 

Educación y Bienestar de los Estados Unidos, que explica y unifica los 

principios éticos básicos para usar sujetos humanos en la investigación: 

respeto, beneficencia y justicia.  

 

5.2. CLASIFICACION DE LOS ENSAYOS CLÍNICOS. 

La clasificación de los ensayos clínicos se puede realizar en función de diferentes 

factores (Tabla 3). Los diferentes tipos no son incompatibles, sino que se combinan 

entre sí para desarrollar el ensayo clínico ideal, más fiable, riguroso y reproducible. 

En el proceso de investigación clínica, destacamos la clasificación según el 

desarrollo clínico de un medicamento que consiste en cuatro fases, que siguen a 

una previa investigación, que se realiza en el laboratorio para diseñar, desarrollar y 

estudiar el comportamiento “in vitro “del medicamento a estudio, y una segunda 

investigación preclínica en animales que nos permite obtener los primeros 

resultados del comportamiento “in vivo” de dicho medicamento.  

Clasificación según el desarrollo clínico: 

 Fase I. Es el primer paso en la investigación de un medicamento en 

humanos. Durante esta fase se administra por primera vez el medicamento 

a estudio en un grupo reducido de voluntarios (no más de 100) para obtener 

información sobre la toxicidad, farmacodinamia y farmacocinética; es decir, 

sobre la seguridad del producto en estudio. Se comprueba, así mismo, que 

la intervención propuesta es factible. 

 Fase II. Es el segundo estadio en la evaluación de un medicamento, se 

realizan en un grupo de entre 100 y 200 pacientes. Su objetivo es realizar 

medidas preliminares de la relación eficacia terapéutica/toxicidad (rango 

terapéutico o margen de seguridad), así como establecer la dosis óptima o 

sus límites de variación en la condición a tratar. Normalmente son ensayos 

controlados y aleatorizados, ya que para conocer la eficacia del producto a 

estudio se compara con un tratamiento control (fármaco establecido o 

placebo). 
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 Tabla 3: Clasificación de los Ensayos Clínicos 

Factor de 
clasificación 

Tipos  Definición 

Desarrollo clínico 

Fase I  Primer contacto: factibilidad y seguridad 

Fase II Evaluación del medicamento: eficacia 

Fase III Confirmación del medicamento: eficacia y seguridad 

Fase IV Seguimiento del medicamento comercializado 

Temporalidad 

Retrospectivo 
Estudio longitudinal, analiza en el presente datos del 
pasado 

Transversal Estudio con datos obtenidos en un momento puntual 

Prospectivo 
Estudio longitudinal. Los datos se obtienen en el 
presente pero se analizaran en el futuro 

Aspecto de la 
intervención 

Explicativos 
Muestra homogénea de características definidas 
para valorar la eficacia de un tratamiento. Resultados 
no generalizables. 

Pragmáticos 
Número elevado pacientes con características más o 
menos comunes para valorar la eficacia de un 
tratamiento. Resultados generalizables. 

Objetivo 

Equivalencia Terapéutica 
Comprobar que el fármaco a estudio es igual de 
eficaz que el establecido. 

Búsqueda de dosis Establecer la dosis más eficaz para el tratamiento.  

Dosis-respuesta 
Establecer la relación dosis-respuesta del 
medicamento a estudio. 

Bioequivalencia 
Comparar biodisponibilidad de dos o más formulas 
farmacéuticas de un mismo principio activo. 

Biodisponibilidad 
Estudia la fracción de la dosis administrada que 
alcanza la circulación sistémica. 

Estudio piloto 
El que se realiza previamente para el conocer datos 
que permitan diseñar un ensayo más amplio 

Control 

Controlado 
Se evalúa simultáneamente un grupo experimental y 
un grupo control (placebo). 
Control activo; otro tratamiento con eficacia probada 

No controlado 
No hay grupo control.  
Se comparan resultados con datos históricos 
obtenidos previamente. 

Enmascaramiento 

No enmascarado o abierto 
Sujeto y médico conocen la asignación de 
tratamiento 

Enmascarado o cerrado 
(Ciego) 

Sujeto, médico o ambos desconocen la asignación 
de tratamiento  Ciego (simple, doble o triple) 

Exposición 

Paralelo 
Grupo control y experimental reciben el tratamiento 
en periodos sucesivos determinados al azar. 

Cruzado 
Grupo control y experimental reciben el tratamiento 
al mismo tiempo 

Aleatorización 

Aleatorizado 
(Randomizado) 

Casos controles y experimentales distribuidos al 
azar. 

No aleatorizado Selección de casos sin azar. 
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Los EC fase I/II desarrollados con medicamentos de terapias avanzadas no 

pueden tener un tamaño muestral tan elevado como los desarrollados con 

medicamentos convencionales, ya que presentan mayor varibilidad al 

tratarse de medicamentos biológicos y además, cada producto está hecho a 

medida y es destinado a un solo paciente. Desde el punto de vista logístico 

es también más difícil de ajustar y, con frecuencia, por razones de seguridad 

es conveniente hacer series consecutivas, lo que dificulta el diseño del brazo 

control y la aleatoriedad. 

 Fase III.  Son ensayos terapéuticos confirmatorios, generalmente 

comparativos y aleatorizados, que pueden involucrar múltiples médicos y 

hospitales tratando cientos o incluso miles de pacientes. Aparte de verificar 

la eficacia del medicamento, se busca determinar manifestaciones de 

toxicidad previamente no detectadas. También se confirma que la eficacia 

no depende del médico aplicador o del centro donde se lleva a cabo el 

tratamiento. En esta fase se obtiene una mejor perspectiva de la relación 

entre seguridad y eficacia.  

 Fase IV. Esta fase comienza una vez que el medicamento ha sido aprobado 

por las agencias reguladoras y comercializado. Consiste en un seguimiento 

para evaluar las formas de optimizar el uso del medicamento (aplicaciones 

no descritas previamente) y detectar toxicidades previamente 

insospechadas, así como evaluar la eficacia a largo plazo. Son estudios de 

farmacovigilancia 

 

5.3. PRINCIPALES AGENTES EN UN ENSAYO CLÍNICO 

Los agentes que participan en un EC se engloban en 6 funciones principales: 

 Promotor 

Es la persona física o jurídica que tiene interés en la realización del EC, firma la 

solicitud de autorización dirigida al CEIC y a la AEMPS y se responsabiliza del 

EC. El promotor puede ser un individuo, empresa, institución u organización que 

se responsabilice del inicio, gestión y/o financiación del EC.
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 Investigador 

El investigador principal es la persona responsable de dirigir el EC y firma la 

solicitud junto con el promotor. Es la persona responsable del desarrollo del EC 

en el centro. Además del investigador principal pueden existir otros 

investigadores coordinadores o colaboradores.  

 CEIC 

El comité ético de investigación clínica es un organismo independiente 

constituido por profesionales sanitarios y miembros no sanitarios. Es el 

encargado de velar por la protección de los derechos, seguridad y bienestar de 

los sujetos que participen en un ensayo y de ofrecer garantía pública al respecto. 

Actúa mediante un dictamen sobre el protocolo del ensayo, la idoneidad de los 

investigadores y la adecuación de las instalaciones, así como los métodos y los 

documentos que vayan a utilizarse para informar a los sujetos del ensayo, con el 

fin de obtener su consentimiento informado. En el caso de los EC multicéntricos 

el CEIC encargado de emitir el dictamen se denomina CEIC de referencia. 

 Autoridades reguladoras 

Incluye a las autoridades que revisan los datos preclínicos y clínicos 

proporcionados y que determinan si los datos aportados con suficientes para 

permitir que un nuevo medicamento sea comercializado, y a las autoridades que 

realizan inspecciones o recogen información sobre la seguridad de los 

medicamentos en investigación. Los EC deben ser insertos en las bases de 

datos Eudra y Clinicaltrials.gov. Además de ser aprobados por las autoridades 

reguladoras antes de ser iniciados. En España las autoridades reguladoras son 

la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) y las 

Comunidades Autónomas (CCAA). 

 Monitor 

Es el profesional capacitado con la necesaria competencia clínica para realizar el 

seguimiento directo del ensayo (monitorización); es elegido por el promotor y 

sirve de vínculo entre este y el investigador principal. 
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La monitorización es la supervisión del progreso de un EC, asegurándose que se 

está realizando, registrando y notificando de acuerdo al protocolo, los 

procedimientos normalizados de trabajo (PNT), BCP y regulación aplicable. 

 Sujeto del ensayo 

Es el individuo que tras dar su consentimiento informado participa en un ensayo 

clínico. 

Además de los agentes implicados en el desarrollo del EC, podemos destacar la 

Organización de Investigación por Contrato (CRO), que es una persona física o 

jurídica contratada por el promotor para realizar funciones o deberes del promotor 

en relación con el EC. Entre sus funciones destacan: 

 Elaboración del protocolo y material del estudio 

 Organización de Reuniones de Investigadores 

 Puesta en Marcha 

 Contratos con los Centros 

 Monitorización 

 Asignación aleatoria del tratamiento del ensayo 

 Gestión de la medicación del ensayo 

 Análisis de Muestras de los Pacientes del Ensayo 

 Farmacovigilancia 

 Pagos a Investigadores/Centros 

 Análisis estadísticos 

 Publicación de resultados. 

 

5.4. ETAPAS DEL ENSAYO CLINICO 

 Inicio 

Es la etapa de puesta en marcha del EC, incluyendo selección de investigadores y 

centros, preparación de la documentación necesaria y obtención de las 

aprobaciones. Esta fase concluye con una visita de inicio en el centro de 

investigación. 
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 Seguimiento 

Es la etapa de desarrollo del EC, se realiza la inclusión de los pacientes y las visitas 

del estudio según el protocolo. Esta fase puede incluir análisis de datos intermedios 

y enmiendas al protocolo según lo establecido por el promotor. El desarrollo de esta 

fase es controlado mediante visitas de monitorización. 

 Cierre 

Es la etapa de finalización del ensayo, incluye la recogida de todos los datos 

clínicos, cierre de la base de datos, análisis de los datos, visita de cierre al centro y 

presentación del informe final del estudio a las autoridades sanitarias e 

investigadores participantes. 

 

5.5. DOCUMENTACION DEL ENSAYO CLINICO 

Los documentos esenciales en un ensayo clínico son todos los documentos que 

individual y colectivamente permiten la evaluación de la realización del estudio y la 

calidad de los datos producidos (ICH BPC, 1.28). 

Estos documentos sirven para (ICH BPC, 8): 

 Demostrar el cumplimiento del investigador, promotor y monitor con las 

normas BPC y los requisitos regulatorios aplicables. 

 Asegurar un manejo adecuado del ensayo. 

 Estos son los documentos auditados e inspeccionados por las autoridades 

reguladoras como parte del proceso para confirmar la validad de la ejecución 

del ensayo y la integridad de los datos recogidos. 

Los documentos esenciales de un EC se pueden agrupar en tres secciones en 

función de la etapa del ensayo en la que se genera: 

 Antes de comenzar la fase clínica del ensayo 

- Manual del Investigador. Es un documento que engloba los datos clínicos y 

no clínicos sobre el medicamento en investigación. Tiene como objetivo 

proporcionar información para facilitar la comprensión y el cumplimiento del 
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protocolo (dosis, frecuencia/intervalo de dosificación, métodos de 

administración, monitorización de seguridad). El manual proporciona 

información para apoyar el manejo clínico de los sujetos; debe ser revisado y 

actualizado anualmente siempre que exista nueva información. En el caso de 

un medicamento comercializado, se puede sustituir por la Ficha Técnica del 

producto. (ICH BPC, 1.45; RD 223/2004 art 2j). 

- Protocolo del Ensayo Clínico. Es un documento donde se describen los 

objetivos, el diseño, la metodología, las consideraciones estadísticas y la 

organización de un ensayo. El término protocolo se refiere al protocolo original, 

a sus sucesivas versiones y a sus modificaciones. 

- Enmiendas al Protocolo. Es una descripción escrita de un cambio o aclaración 

formar de un protocolo. (RD 223/2004 art 2k; ICH BPC, 1.44) 

- Cuaderno de Recogida de Datos (CRD). Es un documento impreso, óptico o 

electrónico que recoge toda la información de cada sujeto del ensayo requerida 

por el protocolo para ser comunicada al promotor. ( ICH BPC, 1.22) 

- Hoja de Información al Paciente. Es un documento impreso que incluye toda 

la información sobre la naturaleza, importancia, implicaciones y riesgos del EC. 

Se entrega al sujeto del ensayo para completar la información y explicación 

recibida por parte del investigador. (ICH BCP, 4.8.10) 

- Consentimiento informado. Es un documento donde figura por escrito, firmada 

y fechada, la decisión adoptada de forma voluntaria por un sujeto de participar 

en un EC después de recibir toda la información acerca de la naturaleza, 

importancia, implicaciones y riesgos de participar en dicho ensayo.  

- Otros documentos: en este punto se engloban diversos documentos que 

deben de acompañar a los anteriores: 

 Aspectos financieros del ensayo. 

 Certificado de Póliza de seguro. 

 Acuerdos firmados entre las diferentes partes: Investigador/ 

Centro/Promotor/CRO 

 Composición del CEIC que evaluó el estudio junto con su 

autorización.
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 Autorización del protocolo por la AEMPS 

 Curriculum Vitae de todo el personal implicado en el estudio. 

 Valores/Rangos normales de los procedimientos médicos, de 

laboratorio, técnicos o pruebas que se vaya a realizar durante el 

ensayo. 

 Certificación o Valoración externa de Calidad u otro tipo de 

validación. 

 Procedimiento de codificación en el caso de ensayos enmascarados. 

 Informe de monitorización de la visita de inicio. 

 Instrucciones para el manejo de los medicamentos en investigación y 

materiales relacionados con el ensayo, cuando no se incluyan en el 

manual del investigador o protocolo. 

 Documentación adicional requerida por la Regulación Española: 

- Compromiso del Investigador Principal y colaboradores 

- Idoneidad de las Instalaciones y del equipo investigador 

- Conformidad de otros servicios implicados. 

 

 Durante el desarrollo Clínico del ensayo 

 Actualizaciones de los documentos anteriores. 

 Opinión favorable del CEIC de las actualizaciones presentadas 

 Notificaciones de Enmiendas al protocolo y otros documentos a la AEMPS. 

 Notificación del comienzo del ensayo a la AEMPS y CEICs. 

 Informes de visitas de monitorización. 

 Comunicaciones relevantes distintas a las visitas al centro, como cartas, 

notas de reuniones, notas de llamadas,…. 

 Documentación relacionada con los sujetos participantes: 

- Consentimientos informados firmados y fechados. 

- Registro de los sujetos reclutados 

- Lista de códigos de identificación de sujetos 

- Documentos fuente: historias clínicas, datos de laboratorio, registros 

de dispensación en farmacia, radiografías,…. 

- CRD 
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 Información de seguridad: 

- Notificación de acontecimientos adversos graves al promotor 

- Notificación de reacciones adversas graves e inesperadas AEMPS y 

CEICs, según proceda. 

- Notificación de informes periódicos de seguridad a AEMPS y CEICs, 

según proceda. 

 Hoja de firmas del estudio incluyendo el personal del centro involucrado en 

el ensayo y las funciones asignadas. 

 Contabilidad del producto en investigación a nivel de sujeto y centro. 

 Después de finalizar el ensayo.  

 Documentos del ensayo que una vez concluido deben archivarse 

completados, firmados y fechados. 

 Notificación de Finalización del ensayo a AEMPS y CEICs. 

 Informe de la visita de cierra. 

 Contabilización de los medicamentos de investigación en el centro 

 Lista completa de los códigos de identificación de los sujetos 

 Informe del EC. Según el RD, el promotor remitirá en el plazo de un año 

desde final del ensayo un informe final sobre los resultados obtenidos a la 

AEMPS y CEICs.  
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1. HIPÓTESIS 
La hipótesis de trabajo en la que se basa esta Tesis es que un bioimplante 

generado por técnicas de ingeniería tisular, formado por la combinación de nuestra 

matriz de suero entrecruzado y células mesenquimales autólogas, sumaría a las 

propiedades osteogénicas de las células madre la capacidad osteoinductiva y 

osteoconductiva de la matriz tridimensional, aumentando así su potencia 

terapéutica. Por otro lado, dado el origen autólogo, tanto de las células 

mesenquimales como de la matriz, es probable que las reacciones adversas sean 

mínimas. Por este motivo, el bioimplante estudiado aquí, podría ser un tratamiento 

eficaz para reparar pérdidas de tejido óseo. 

2. OBJETIVOS  
Se plantean las acciones preclínicas y clínicas necesarias para testar nuestra 

hipótesis de trabajo, culminando en el ensayo clínico del bioimplante. El ensayo 

clínico es la  fase final del desarrollo de una estructura tridimensional para 

ingeniería tisular patentada en el 2008 por el Dr. Meana Infiesta (WO 2008/119855; 

la doctoranda es coautora de la patente) en el Centro Comunitario de Sangre y 

Tejidos de Asturias (CCST) y en el Centro de Investigaciones Energéticas, 

Medioambientales y Tecnológicas (CIEMAT) de Madrid. Nuestro trabajo continúa 

también los estudios preclínicos en rata iniciados por la Dra. Gallego López en la 

Universidad de Oviedo, y continuados en ratas y en ovejas por el equipo de Cirugía 

Maxilofacial del Dr. Luis  Miguel Redondo del Hospital Universitario Río Hortega de 

Valladolid y desarrollados en la Universidad de Valladolid (UVa) con la participación 

del Instituto de Biología y Genética Molecular (IBGM) y el Parque Científico de la 

UVa. 

Los objetivos que se plantean en este ensayo son: 

1º. Conseguir células madre mesenquimales autólogas (MSV-H) a partir de 

esquirlas de hueso mandibular bajo Normas de Correcta Fabricación (NCF) en la 

Unidad de Producción Celular (UPC) del IBGM de Valladolid. 
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2º. Desarrollar una matriz tridimensional con suero autólogo bajo NCF en la UPC 

del IBGM y combinarla con las células MSV-H para generar un bioimplante 

denominado “BIOMAX”. 

3º. Proporcionar evidencia preclínica suficiente para apoyar la factibilidad y 

seguridad del uso de “BIOMAX” para el tratamiento de defectos óseos, así como 

indicios de eficacia promoviendo la reparación de la pérdida de tejido y 

reabsorbiéndose sin mayores complicaciones. La consecución de este objetivo 

justificaría la propuesta del ensayo clínico en humanos. 

4º: Desarrollar un ensayo clínico encaminado a demostrar la factibilidad y seguridad 

del producto “BIOMAX” aplicado a modo de injerto en defectos óseos de los 

maxilares como tratamiento de cavidades quísticas. Se comprobara si es realizable 

cada uno de los procedimientos establecidos en el protocolo y se registrarán  los 

posibles efectos adversos relacionados con la terapia celular surgidos durante el 

periodo del ensayo clínico para estudiar la seguridad del procedimiento. 

Eventualmente, se valorarán los indicios de eficacia, especialmente en lo que se 

refiere a la producción de hueso objetivada por técnicas de imagen radiológica.  

3. PLANTEAMIENTO DEL ENSAYO CLíNICO 
El ensayo clínico culmina el desarrollo de este proyecto. Se plantea un ensayo 

abierto, intervencionista, fase I-II con 10 pacientes que presentan una patología 

frecuente y de difícil solución por terapias convencionales, como son los quistes 

óseos en la región máxilofacial.  

Las células mesenquimales autólogas se aíslan a partir de una muestra obtenida 

del hueso esponjoso de la tuberosidad mandibular vía intraoral, y tras su expansión, 

son vehiculadas a la matriz tridimensional realizada a partir de suero también 

autólogo; la combinación de células y matriz genera el producto final “BIOMAX”.  

El proceso de fabricación, bajo condiciones GMP y autorizado por la AEMPS, tiene 

una duración total de 6-8 semanas en la UPC del IBGM. Una vez generado el 

producto final “BIOMAX”, se envía al hospital donde se practica la ostectomía y 

enucleación del quiste bajo anestesia loco-regional y se rellena la cavidad residual 

con el bioimplante. 
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Una vez realizado el injerto se realizan controles clínicos a las 2 semanas, 3 y 6 

meses, que se acompañan de sofisticadas pruebas de imagen (ortopantomografía y 

tomografía computarizada) para seguir la evolución de la cavidad ósea en 

regeneración. El análisis de estos resultados permitirá valorar la factibilidad, 

seguridad e indicios de eficacia de la intervención. 

Las distintas etapas de la intervención se resumen en el diagrama de flujo adjunto. 
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1. ESTUDIOS “in Vitro” 

1.1. Cultivos de hueso mandibular  

Las muestras de hueso esponjoso se obtuvieron en el quirófano ambulatorio del 

servicio de Cirugía Oral y Maxilofacial del Hospital Universitario Central de Asturias 

(HUCA) y del Hospital Universitario Río Hortega de Valladolid (HURH). Los 

pacientes firmaron un consentimiento para la utilización del material óseo extraído 

en estudios de regeneración ósea en animales de experimentación. La obtención 

de las muestras se realizó durante las ostectomías de los terceros molares o 

cordales sin acarrear mayor morbilidad a los pacientes. Las intervenciones 

quirúrgicas se realizaron en condiciones de asepsia y bajo anestesia local con una 

mezcla de articaína o mepivacaína con epinefrina al 2% (Inibsa, España), 

realizándose una anestesia troncular de los nervios alveolar inferior y bucal. 

Los pequeños fragmentos de hueso (1-2 mm) que se obtuvieron se trasladaron a 

los laboratorios de investigación del Centro Comunitario de Sangre y Tejidos 

(CCST) de Asturias o del Instituto de Biología y Genética Molecular (IBGM) de 

Valladolid, para su procesamiento. 

Las muestras obtenidas en el HUCA se trasladaron en un recipiente estéril en suero 

fisiológico 0,9% a temperatura ambiente, y las muestras extraídas en el HURH se 

trasladaron en medio de recogida a 4ºC. El medio de recogida se compone de 

RPMI 1640 con 25 mM HEPES y con L-glutamina (Lonza) suplementado con una 

combinación de antibióticos y antimicóticos (Gibco): penicilina 100 U/ml, 

estreptomicina 100 g/ml, anfotericina A 0.25 g/ml.  

El procesamiento de la muestra se realizó en varios pasos: 

1. Se extrajo la muestra del recipiente estéril y se colocó en una batea estéril con 

ayuda de una pinza estéril. 

2. Fraccionamos la muestra con un bisturí estéril y obtenemos pequeños 

fragmentos (0,3 - 0,5 mm) de hueso esponjoso que denominamos explantes. 

3. Los explantes se lavaron con 15-20 ml de solución enzimática de tripsina/EDTA 

(Gibco) durante 20 min para limpiar todos los restos sanguíneos. 
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4. Centrifugamos la suspensión enzimática de tripsina y explantes a 1400 rpm 

durante 10 min a 22ºC. 

5. Eliminamos la tripsina del sobrenadante y añadimos 5 ml medio de cultivo 

(DMEM con 4,5 g/L de glucosa (Gibco), 10% FBS (Gibco) y 1% 

Penicilina/Estreptomicina (1% P/E; Biochrom AG, 10000 U/10000 μg/ml)) a los 

explantes que se encuentran en el sedimento de la centrifugación y los 

sembramos en un frasco de 25 cm2 mantenido a 37 ºC y con 5% CO2. 

El medio de cultivo se cambió dos veces por semana, retirándolo en su totalidad y 

añadiendo medio nuevo (DMEM+10% FBS+ 1% P/E). 

Cada vez que se realizó el cambio de medio se comprobó el aspecto de la capa, la 

morfología celular y el porcentaje de crecimiento celular, mediante microscopio 

invertido de contraste de fases. 

Cuando este frasco presentó un porcentaje de crecimiento entre el 80 y 90% se 

procedió a la tripsinización y expansión celular. En aproximadamente 10 días 

teníamos el cultivo primario confluente y procedíamos a la expansión del cultivo 

secundario (Figura 11) o criopreservación de las células (Figura 12).  

 

Para la expansión celular, realizamos los siguientes pasos: 

1. Retiramos el sobrenadante de medio de cultivo del frasco. 

2. Añadimos 4 ml tripsina/EDTA, incubamos 5-10 min a 37ºC y comprobamos que 

las células se han despegado completamente del frasco.  

3. Recogemos la suspensión celular a un tubo estéril (Falcon) con ayuda de una 

pipeta Pasteur, e inactivamos la tripsina con la misma cantidad (4 ml) de medio 

de cultivo al 10% de FBS.  

4. Lavamos el frasco con 5 ml de medio de cultivo y lo añadimos al tubo Falcon que 

contiene las células en suspensión. 

5. Centrifugamos 10 min a 1400 rpm y 22ºC. 

6. Retiramos el sobrenadante y resuspendemos el sedimento celular en 5 ml de 

medio de cultivo. 
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7. Tomamos una muestra de 20 µl para realizar los ensayos de contaje y viabilidad 

celular mediante Trypan-Blue (Biochrom, A.G) y una cámara de Neubauer.  

Para realizar los ensayos de contaje y viabilidad diluimos la muestra celular con 20 

µl. de Trypan-Blue (dilución 1/2), lo que nos permite diferenciar las células muertas 

o dañadas de las células vivas, ya que estas se tiñen de color azul, y así 

calculamos el porcentaje de viabilidad. 

 

Figura 11: Protocolo de obtención de células mesenquimales de hueso y proceso de 
exapansión. 

 

Montamos la cámara de Neubauer, acercamos la punta de la pipeta al borde del 

cubre y bajamos el émbolo de la misma lentamente, de este modo se llena el 

retículo de la cámara por capilaridad. Contamos los 4 cuadrantes de 16 cuadrados 

y calculamos el nº medio de células por cuadrante; lo que nos permite mediante la 

siguiente fórmula el cálculo del número de células por ml. 

Nº medio de células por cuadrante x 104 x 2 = Nº de células por ml. 
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Una vez que conocemos el nº de células y la viabilidad de las mismas, procedemos 

a la expansión sembrando entre 5.000 y 15.000 células/cm2 e incubando en las 

mismas condiciones que el cultivo primario: 5% CO2 y 37ºC. 

El cultivo secundario se mantuvo cambiando el medio cada tres días y se expandió 

hasta obtener el número de células necesario para sembrar en la matriz. 

Las células obtenidas de los explantes se considera que están en pase 0 (P0), y 

cada vez que se realizó un proceso de expansión se añade un pase, es decir, a 

partir de las células P0 se obtiene células en pase 1 (P1), a partir de las células en 

P1, se obtienen células en pase 2 (P2) y así sucesivamente. 

Para la criopreservación celular seguimos los siguientes pasos:  

1. Retiramos el sobrenadante de medio de cultivo del frasco. 

2. Añadimos 4 ml tripsina/EDTA, incubamos 5-10 min a 37 ºC y comprobamos que 

las células se han despegado completamente del frasco.  

3. Recogemos la suspensión celular a un tubo estéril (Falcon) con ayuda de una 

pipeta Pasteur, e inactivamos la tripsina con la misma cantidad (4 ml) de medio 

de cultivo al 10% de FBS.  

4. Lavamos el frasco con 5 ml de medio de cultivo y lo añadimos al tubo Falcon que 

contiene las células en suspensión. 

5. Centrifugamos10 min a 1400 rpm y 22ºC. 

6. Retiramos el sobrenadante y resuspendemos el sedimento celular en 5 ml de 

medio de congelación (FBS y 10% DMSO) e introducimos en el criovial.  

7. El criovial se introduce a -80ºC durante 24 horas y posteriormente se mantiene 

en nitrógeno líquido (-196ºC) hasta su utilización. 

 

Figura 12. Protocolo de criopreservación celular. 
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El proceso de criopreservación nos permite separar en el tiempo la fase obtención 

de las células de hueso y matriz, en el laboratorio, de la realización de los estudios 

“in Vivo”. 

La descongelación de las células para su expansión se realizó de forma rápida en 

el baño a 37ºC. Cuando el último cristal de hielo estaba a punto de fundirse, se 

resuspendieron las células en 5 ml de medio de cultivo (DMEM, 10% FBS y 1% 

P/E) y se centrifugaron a 1400 rpm durante 10 min. El pellet celular obtenido se 

resuspendió en medio nuevo, se realizaron ensayos de contaje y viabilidad celular, 

y las células se sembraron en frascos de cultivo a una densidad de 10.000 a 15.000 

clas/cm2, manteniendo el cultivo a 37ºC y 5% CO2. El medio de cultivo se cambió 

cada 3 ó 4 días y el proceso de expansión se realizó como se ha descrito 

anteriormente hasta obtener las células necesarias para sembrar la matriz.  

 

1.2. Fabricación de matriz tridimensional. 

La matriz tridimensional se forma por el entrecruzamiento de las proteínas del 

suero, principalmente la albúmina con un agente entrecruzante tipo aldehído, 

preferiblemente glutaraldehído.  

El suero utilizado se obtuvo a partir de los donantes de sangre del CCST de 

Asturias. La matriz se realizó siguiendo el procedimiento descrito en la Patente 

WO2008 / 119855 desarrollada en el mismo centro. 

La fabricación de matriz consiste en la mezcla del suero con el 5% de 

glutaraldehído (stock 25%; concentración final: 1,25%). Esta mezcla se congela a – 

80ºC durante al menos 24 horas y tras un proceso de liofilización, hidratación y 

tallado se obtienen discos de matriz porosa, en este caso, de 4 ó 5 mm de diámetro 

y 2 mm de altura. (Ver más detalles proceso de fabricación en el punto 9). 
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1.3. Cultivo del bioimplante (matriz + células) 

Las células obtenidas a partir del hueso esponjoso mandibular se incluyen en la 

matriz tridimensional y se mantienen en cultivo a 5% de CO2 y 37ºC. El tiempo de 

cultivo varía según el estudio pudiendo ser de 1 a 30 días. 

El medio de cultivo empleado ha sido diferente en función del estudio realizado; 

pudiendo utilizar: 

 Medio de cultivo al 10% de FBS (DMEM 4,5 g/l de glucosa, 10% FBS y 1% P/E). 

 Medio de diferenciación osteogénica (DMEM 4,5 g/l de glucosa, 10% SBF, 1% 

P/E, 0.1 µM Dexametasona (Sigma Aldrich), 50 µM L-Ascorbato (Sigma Aldrich) 

y 10 mM ßGlicerofosfato (Sigma Aldrich). 

 

1.4. Estudios histológicos. 

Los bioimplantes fabricados “in Vitro” se fijaron formol al 10% y se incluyeron en 

parafina para realizar estudios histológicos. 

 Tinción Hematoxilina/Eosina(H/E) 

Las muestras se desparafinaron en xilol y se hidrataron en concentraciones 

decrecientes de alcohol (100-80-70-50 %) hasta llegar a agua destilada. 

Posteriormente se procedió a la tinción con H/E realizando los siguientes pasos: 

1. Inmersión en Hematoxilina de Harris durante 5 min 

2. Lavar con agua corriente hasta que salga limpia. 

3. Diferenciación con alcohol-ácido. 

4. Lavar con agua corriente. 

5. Inmersión en agua amoniacal. 

6. Lavar con agua corriente (10-20 min) 

7. Teñir con Eosina a temperatura ambiente 35 segundos. 

8. Lavar con alcohol 95º para eliminar la eosina. 

9. Sumergir en alcohol 95º durante 5 min. 

10. Sumergir en alcohol 100º durante 10 min. 

11. Lavar con xilol de 10 min. 

12. Montar con Entellan (Merk) y observar al microscopio. 
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 Tinción de Von Kossa 

Las muestras se desparafinaron en xilol y se hidrataron en concentraciones 

decrecientes de alcohol (100-80-70-50 %) hasta llegar a agua destilada antes de 

iniciar la tinción. 

1. Tratar la muestra de 30 a 60 min con Nitrato de plata al 3% y con luz. 

2. Realizar dos lavados de 5 min con agua destilada. 

3. Lavar durante 5 min en Formol-carbonato de sodio. 

4. Lavar durante 10 min en agua corriente. 

5. Dejar la muestra 45 min con Ponceau de xilidina. 

6. Lavar 1 segundo con ácido acético al 1%. 

7. Lavar 1 segundo con agua destilada. 

8. Incubar 7 min con ácido fosfotúngstico-orange G. 

9. Lavar 1 segundo con ácido acético al 1%. 

10. Lavar 1 segundo con agua destilada. 

11. Deshidratar con soluciones crecientes de alcohol y finalmente con Xilol. 

12. Montar con Entellan (Merk) para observar a microscopio. 

 

1.5. Estudios microscopía electrónica de barrido. 

Las muestras se fijaron con glutaraldehído 0.1 M y tampón fosfato al 2% (PBS, 

Gibco) durante 12 horas. Una vez fijadas, las muestras se deshidrataron en 

concentraciones crecientes de acetona 30-50-70-90-100%. Posteriormente se 

secaron mediante la técnica del punto crítico de CO2 con el aparato Baltec CDP 030 

Critical Point Dryer y se rociaron con una película de oro. Una vez preparadas las 

muestras se visualizaron con el microscopio electrónico de barrido JEOL JSM 6100 

del Centro Cientifico-Tecnológico de la Universidad de Oviedo. 

Las muestras observadas en la Unidad de Microscopia Avanzada del Parque 

Científico de la Uva, se fijaron en etanol y se visualizaron en el microscopio 

electrónico de barrido JEOL LEM-FS2200 HRP en el modo bajo vacío que utiliza 

vapor de agua como gas auxiliar. Este modo de imagen permite trabajar con 

muestras no conductivas sin ninguna preparación específica o recubrimientos 

metálicos. 
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2. ESTUDIOS “in Vivo”· 

Los estudios “in Vivo” se realizaron en el animalario de la Facultad de Medicina de 

la Universidad de Oviedo y de la Universidad de Valladolid. En todos los casos se 

han utilizado animales atímicos (ratas rnu/rnu y ratones nu/nu) con matrices y 

células de origen humano; y se han realizado injertos heterotópicos y ortotópicos. 

En ambos casos, la manipulación de los animales se realizó siguiendo las pautas 

establecidas en cada animalario. 

Las manipulaciones experimentales, el alojamiento y cuidado de los animales se 

realizaron en salas acondicionadas para asegurar la esterilidad de todo el 

procedimiento y seguimiento (racks ventilados para alojar los animales, cabina de 

flujo laminar vertical para las manipulaciones y dieta estéril). 

Una vez finalizados los estudios, el sacrificio de los animales se realizó mediante 

inhalación de monóxido de carbono en cámara de eutanasia. Este método es 

considerado como aceptable por el Comité de Ética así como por varias 

asociaciones relacionadas con el bienestar de los animales de laboratorio a nivel 

internacional (Close y col, 1996; Close y col 1997). 

 

2.1. Injertos heterotópicos. 

Los injertos heterotópicos se caracterizan por estar en zonas anatómicamente 

anormales respecto al tejido que queremos reparar. En este caso, se han realizado 

injertos en el dorso de los ratones y en la zona inguinal en las ratas atímicas, para 

ver el comportamiento del bioimplante generado en un ambiente no condicionado 

para la regeneración ósea. 

Los injertos en el dorso del ratón se colocaron tras una incisión de 1 cm en el dorso 

del animal anastesiado (inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico (38 mg/kg 

de peso) y xilacina (75 mg/kg de peso), en un “bolsillo” generado por disección 

suprafascial con unas tijeras. Una vez colocado el bioimplante a estudio se suturó la 

incisión con Vicryl® 4/0 (Ethicon). Los animales se sacrificaron a los 75 y 150 días 

del injerto. 
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Los injertos inguinales se realizaron en ratas anastesiadas con xilocaína (10 mg/kg 

de peso) y ketamina (75 mg/kg de peso). Se generó un “bolsillo” por disección 

suprafascial entre el músculo recto y la arteria femoral, tras una incisión inguinal de 

2 cm. Una vez colocado el bioimplante a estudio se suturó la incisión con Vicryl® 

4/0 (Ethicon). Los animales se sacrificaron a los 90 días del injerto. 

 

2.2. Injertos ortotópicos. 

Los injertos ortotópicos se caracterizan por realizarse en zonas anatómicamente 

idénticas, por lo que en esta ocasión, los trasplantes se han realizado en una lesión 

crítica mandibular, ya que evaluamos la regeneración ósea tras la aplicación del 

bioimplante como material de relleno. 

Los estudios realizados en la Universidad de Oviedo evaluaron defectos críticos 

bicorticales de 5 mm de diámetro en la rama mandibular de ratas 

inmunocompetentes sacrificadas a los 35, 56 y 77 días del injerto. 

Los estudios realizados en la Universidad de Valladolid evaluaron defectos críticos 

bicorticales de 4 mm de diámetro (defecto óseo crítico para mandíbula de rata 

definido en los trabajos de Kaban y col, 1979 y 1981) en la rama mandibular de 

ratas atímicas sacrificadas a los 90 días.  

En ambos casos, se realizó una incisión submandibular central de 

aproximadamente 1,5 cm de longitud, y se levantaron colgajos bilaterales de piel, 

músculo y periostio para acceder a ambos lados de la mandíbula. El defecto crítico 

se generó con una fresa de acero circular montada en un motor eléctrico estéril con 

irrigación con suero salino para impedir necrosis por liberación térmica. Una vez 

generado el defecto, se colocó el bioimplante a estudio correspondiente. 

El cierre quirúrgico se realizó en dos planos, muscular y cutáneo, utilizando en una 

sutura de Vicryl® de 4/0 en el primero y de Vicryl® de 3/0 en el segundo. 
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2.2.1 Estudio Radiológico. 

Las muestras fueron estudiadas mediante Tomografía Computarizada (TC) 

utilizando un TC Toshiba Aquilion 16 (Toshiba Medical Systems Corporation, 

Japón) en el HUCA o un TC multicorte (Siemens®, Munich, Alemania) en el HURH. 

Las imágenes digitalizadas se analizaron mediante el programa de análisis de 

imagen Leica Qwin Pro (Leica Microsystem Imaging Solutions Ltd, Reino Unido) en 

el Centro Científico-Tecnológico de la Universidad de Oviedo; o con el software de 

procesamiento de imagen Osirix®, con la versión 3.7.1 de 32 bits. En ambos casos, 

se realizó la reconstrucción tridimensional de las mandíbulas que permitió evaluar la 

regeneración del defecto crítico generado. 

 

2.2.2. Estudios Histológicos. 

Los injertos heterotópicos realizados en el dorso de ratones atimicos se incluyeron 

en parafina una vez decalcificados con una solución de ácido 

etilenohidramintetraacético, y se sometieron a estudios inmunohistoquímicos con 

vimentina y osteocalcina humana. Por otro lado, los injertos ortotópicos realizados 

en la zona inguinal de ratas atímicas, se fijaron en Tissue Tec OCT (Sakura), se 

cortaron con el criotomo y se realizaron tinciones de hematoxilina/eosina y giemsa. 

 Estudio de Vimentina humana. 

La vimentina es una proteína que forma parte de los filamentos intermedios del 

citoesqueleto de las células, principalmente en células de origen mesenquimal y 

tejidos neoplásicos.  

Los cortes de la muestras se desparafinaron y se sometieron al 

desenmascaramiento antigénico en la olla a presión con tapón citrato (0.1 M, pH 

6.0) y EDTA (0.001M, pH 8) 10 minutos. 

La tinción inmunohistoquímica se realizó con el siguiente protocolo: 
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1. Incubo durante 15 min en cámara húmeda a temperatura ambiente con 

solución Peroxidasa Bloking (tampón fosfato con peróxido de hidrógeno, 15 

mmol/l de NaN3 y detergente. Dako. S2023), para inhibir la actividad de la 

peroxidasa endógena de la muestra. 

2. Realizar 3 lavados de 5 min con PBS-Tween al 0,05%. 

3. Incubar en BSA 1% en PBS durante 30 min. (como mínimo) para inhibir las 

uniones inespecíficas. 

4. Incubar durante 1 hora con el anticuerpo primario a una concentración 1:100 

en cámara húmeda y temperatura ambiente.  

5. Realizar 3 lavados de 5 min con PBS-Tween 0,05%.  

6. Incubar 20 min con vimentina a una concentración 1:50 en cámara húmeda y 

temperatura ambiente. 

7. Realizar 3 lavados de 5 min con PBS-Tween 0,05%.  

8. Revelar con DAB (Kit Dako, K3468), un sistema de alta sensibilidad para los 

métodos de tinción inmunohistoquímica basados en peroxidasa y de 

hibridación in situ. Tras la oxidación, la DAB forma un producto final de color 

marrón en el punto del antígeno diana. Mantener en la solución de DAB hasta 

que la muestra se coloree.  

9. Neutralizar con agua destilada 

10. Contrateñir con hematoxilina 25 % durante 1 minuto. 

11. Montar con Entellan (Merk) para su observación al microscopio. 

 

 Estudio de Osteocalcina humana. 

La osteocalcina es una proteína que se encuentra en la matriz extracelular de los 

huesos y de la dentina y participa en la regulación de la mineralización de 

huesos y dientes. 

La determinación de esta proteína se realiza mediante un ELISA con el 

anticuerpo (OCT4-30) GTX13418 (Genetex, USA) según las instrucciones del 

fabricante. Estos estudios se realizaron en la Unidad de Metabolismo Óseo y 

Mineral del HUCA. 
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 Tinción Hematoxilina/Eosina. 

Se realizó como se describe en el punto 1.4. 

 Tinción de Giemsa. 

La tinción de giemsa se realizó en muestras fijadas en Tissue Tec OTC y 

congeladas que se cortaron con el criotomo, por lo que no precisan hidratación. 

Las muestras se mantuvieron durante 10 min con la solución de giemsa y 

posteriormente se lavaron con abundante agua. Para su observación con el 

microscopio se deshidrataron con soluciones decrecientes de alcohol y se 

montaron con Entellan (Merk). 

 

3. DISEÑO DEL ENSAYO CLÍNICO 

El ensayo clínico desarrollado es un ensayo abierto y prospectivo, fase I/II con 

número EUDRACT 2010-024246-30 y Código: BIOMAX-VA-2010. En el siguiente 

enlace http://www.generabiotec.com/_biomax/BIOMAX_Protocolo&Anexos.pdf 

puede consultarse el protocolo clínico completo (PEI). En síntesis, el ensayo 

pretende validar para uso clínico un producto de bioingeniería tisular compuesto por 

células MSV-H (células madre mesenquimales, fabricadas en el IBGM de 

Valladolid, que ya han sido aprobados por la Agencia Reguladora española 

(AEMPS) para tres ensayos clínicos anteriores) y una matriz de suero autólogo 

entrecruzado (patentada por el Banco de Sangre y Tejidos de Asturias Ref.: 

WO2008 / 119855) para el relleno de quistes maxilares. Estos dos grupos 

colaboran en este proyecto con el equipo de Cirugía Maxilofacial del Hospital 

Universitario Río Hortega, que dirige el ensayo clínico y se ocupa de los aspectos 

médicos. 

El ensayo propuesto se basa en los resultados positivos obtenidos en estudios 

previos en animales realizados por el presente equipo multidisciplinario. Los 

investigadores, proponen un ensayo clínico de fase I/II con 10 pacientes que 

presentan quistes óseos en la región maxilo-facial. 



MATERIAL Y MÉTODOS 

63 
 

 

Las células madre mesenquimales autólogas son aisladas a partir de una muestra 

de hueso esponjoso mandibular (MSV-H), se siembran en la matriz de suero 

autólogo y se cultivan de 20 a 30 días con medio de diferenciación osteogenico, 

formando el bioimplante “Biomax”. En este momento, se realiza la enucleación del 

quiste por cirugía y la cavidad se rellena con el bioimplante. Los chequeos post 

quirúrgicos se realizan a las 2 semanas, 3 y 6 meses, siguiéndose la evolución de 

la cavidad mediante ortopantomografia y tomografía computarizada. 

El ensayo clínico se ha registrado en la base de datos del Instituto Nacional de 

Salud (National Institutes of Health- NIH) de Estados Unidos, con el identificador 

NCT01389661. (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Reseña en el registro del NIH 

 

El estudio incluye cinco visitas clínicas y dos intervenciones quirúrgicas como se 

puede ver en el calendario mostrado en la Tabla 4. 

 V0: Visita inicial en la que se realiza el diagnóstico clínico. 
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 V1: Visita de inclusión del paciente en el ensayo clínico y cumplimentación de 

la documentación necesaria. Incluye la explicación detallada de la hoja de 

información del paciente y la firma del consentimiento informado 

(http://www.generabiotec.com/_biomax/BIOMAX_Protocolo&Anexos.pdf ) 

 C1: Primera cirugía para la obtención de muestras de hueso esponjoso 

mandibular, extracción de sangre y realización de pruebas diagnósticas pre-

tratamiento. 

 C2: Segunda cirugía para realizar el tratamiento con el bioimplante. 

 V2: Primera visita de seguimiento tras el tratamiento, se realiza a las dos 

semanas de la colocación del bioimplante. 

 V3: Segunda visita de seguimiento a los dos meses de realizar el tratamiento. 

 V4: Última visita de seguimiento a los seis meses de realizar el tratamiento. 

Tabla 4. Calendario de desarrollo del EC. 

VISITAS / CIRUGÍA 

PRE-
TRATAMIENTO 

PREPARACION 
BIOIMPLANTE 

TRAT. POST-TRATAMIENTO 

Preinclusión Día 0 
Día 
1 

Día 
2 

+3 
semanas 

+4 
semanas 

+2 
semanas 

+3 
meses 

+6 
meses 

V0 Diagnóstico Clínico X          

V1 

Criterios de 
Inclusión/Exclusión 

X          

Aceptación para el 
ensayo 

X          

Información al 
paciente 

X          

Consentimientos 
informados 

X          

C
1 

Ortopantomografía-1 
y TC-1 

X          

Análisis de 
Laboratorio 

X          

Primera cirugía: 
punch óseo 

 X         

Envío UPC   X        

C
2 

+
 B

io
im

pl
an

te
 

Procesado y cultivo 
MSV-H 

   X       

Preparación de la 
matriz 

   X X      

Expansión MSV-H      X     
Preparación 

Bioimplante y periodo 
diferenciación 

      X    

Segunda cirugía: 
tratamiento  

+ bioimplante 
      X    

V2 
Rev. + retirar sutura + 
informe A. Patológica 

       X   

V3 
Rev. + 

Ortopantomografía-2 
        X  

V4 
Rev. + 

Ortopantomografía-3 
y TC-2 

         X 
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4. INSTALACIONES Y EQUIPOS 

La fabricación del medicamento en fase de investigación bioimplante “BIOMAX” se 

ha realizado en la Unidad de Producción Celular (UPC) del IBGM de Valladolid, 

que cumple con todos los requisitos exigidos por la Directiva Europea 2003/94/EC 

del 8 de Octubre de 2003, por la que se establecen los principios y directrices de las 

prácticas correctas de fabricación de los medicamentos de uso humano y de los 

medicamentos en investigación de uso humano. 

Las instalaciones de la UPC tienen autorización de la AEMPS desde Enero de 2007 

para fabricar medicamentos de terapia celular para uso humano y a partir de 

entonces ha sido auditada de forma rutinaria, cada 3 años, siendo la última 

auditoria aprobada en mayo de 2013. 

La fabricación de Biomax se llevó a cabo en la sección 1 de la UPC, que es una 

sala blanca de ambiente controlado formada por una sala se elaboración, una sala 

de envasado, un vestuario, un prevestuario, un distribuidor y una zona de 

acondicionamiento, como se puede ver en la Figura 14. 

Una sala blanca es un área de ambiente controlado (partículas en el aire, 

temperatura, humedad, presiones, iluminación) con bajos niveles de contaminación. 

Este tipo de salas se caracteriza por tener paredes vinílicas con rincones 

redondeados para facilitar la limpieza y evitar acumulaciones de suciedad, tener 

esclusas que mantienen las diferencias de presión entre las salas y las aíslan del 

exterior; y además, utilizar filtros HEPA para mantener el aire libre de partículas. 

Los operarios que trabajan en las salas blancas deben utilizar una vestimenta 

especial, que evita la generación de partículas y la introducción de contaminantes 

en dicho área. Sin embargo, a pesar de sus características que permiten una 

fabricación aséptica, las salas blancas tienen una gran desventaja que es el alto 

coste de implementación y de mantenimiento. 

La UPC del IBGM es una sala blanca de presión positiva. La presión del aire 

aumenta a medida que nos aproximamos a la sala de elaboración a través de las 

diferentes esclusas: prevestuario, vestuario y distribuidor; lo que evita la entrada de 

partículas en suspensión y microorganismos. 
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Figura 14. Plano instalaciones Sección 1 de la UPC. 
 
 



MATERIAL Y MÉTODOS 

67 
 

 

Los equipos utilizados en el proceso de fabricación del bioimplante BIOMAX son: 

 Cabinas de seguridad microbiológica BIO-II-A y BIO-II-A/P. 

 Centrífuga.  

 Incubadores de CO2 con rutina de descontaminación. 

 Microscopio de contraste de fases. 

 Micropipetas de volúmenes ajustables. 

 Frigorífico y Congelador. 

 Cámara Frigorífica isotérmica. 

 Autoclave. 

 Liofilizador. 

 

5. SELECCIÓN DE PACIENTES 

Se seleccionaron 10 pacientes del Servicio de Cirugía Oral y Maxilofacial del 

Hospital Universitario Río Hortega (HURH) de Valladolid siguiendo los criterios de 

inclusión y exclusión enumerados en la Tabla 5. 

Todos los pacientes han sido informados clara y cuidadosamente del procedimiento 

que se realiza, y de las expectativas y riesgos del tratamiento asegurándose de que 

el paciente lo entiende y lo acepta. Esta parte termina con la firma del 

consentimiento informado, para participar en el ensayo y del consentimiento 

informado quirúrgico. La hoja informativa del paciente se puede ver 

http://www.generabiotec.com/_biomax/BIOMAX_Protocolo&Anexos.pdf 

 

Tabla 5. Criterios de inclusión y exclusión 

Criterios de inclusión: 

 Quiste óseo maxilar con un diámetro de 2-4 cm. 
 Comprensión y aceptación de las condiciones de ensayo. 
 Consentimiento informado por escrito del paciente para el ensayo y para la 

cirugía. 
 En las mujeres, prueba de embarazo negativa al inicio del procedimiento. 
 En las mujeres, el compromiso de utilizar métodos anticonceptivos durante el 

estudio. 
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Criterios de exclusión: 

 Edad menor de 18 años o mayor de 65 años. 
 Incapacidad o dependencia legal. 
 Embarazo, lactancia, o inscripción en programas de fertilidad. 
 Procesos oncológicos anteriores o concomitantes. 
 Serología positiva para el VIH-1 o VIH-2, hepatitis B (HBsAg, anti-HCV-Ac) o 

hepatitis C (anti-HCV-Ac). 
 Pacientes inmunodeprimidos. 
 Enfermedad sistémica con efectos potenciales sobre el metabolismo óseo. 
 Malformación máxilofacial congénita o adquirida. 
 Pacientes en tratamiento con fármacos que actúan sobre el metabolismo óseo, 

como los glucocorticoides y los bifosfonatos. 
 Infección activa o reciente del quiste. 
 Recidiva del quiste (cirugía previa). 
 Participación en otros ensayos o estudios en los últimos 3 meses. 
 Otras condiciones patológicas o circunstancias que dificulten la participación en 

el estudio según criterio médico. 
 

 

6. ESTUDIO RADIOLÓGICO. 

Los pacientes incluidos en el ensayo se someten a dos tipos de estudios 

radiológicos, la ortopantomografia y la tomografía computarizada. 

 

6.1. Ortopantomografía 

La ortopantomografia permite evaluar el defecto quístico y sus medidas 

bidimensionales, alto y ancho, determinando la densidad de la trama ósea de la 

zona afectada con respecto al hueso sano adyacente. La prueba se realiza con el 

ortopantomógrafo, asegurando el mismo grado de magnificación y Kilovoltaje del 

estudio (68 kV y 6 mA). Asimismo se realiza el análisis y tratamiento de la imagen 

digitalizada, determinando en una escala de grises (o de falso color) la magnitud del 

proceso reparativo del hueso (Figura 15). 

Las características del ortopantomógrado son: 

- Planmeca proline XC 

- Total filtration 2.5 mm Al 

- SN XC 429703 

- 80 Kv maximum 

- Producto Láser clase I  
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Figura 15: Detección del quiste por ortopantomografia  
 

Al paciente se le realizan tres ortopantomografías, 

- ORTO-1. En el momento del diagnóstico, para determinar el tamaño del 

defecto quístico a reparar.  

- ORTO-2.A los tres meses de la intervención.  

- ORTO-3: tras seis meses de la intervención 

 

6.2. Tomografía computerizada (TC) 

El estudio del quiste con tomografía computerizada (TC) permite la reconstrucción 

tridimensional de la cavidad. Estos estudios se realizan con un TC-multicorte de las 

siguientes características: 

- TC multicorte Siemens Somatom Sensation 64 (64 cortes), configurado para 

macizo facial con cortes de 0.75 mm (64 X 0.6mm) ,120 Kv, Pitch 0.9. 

- Tiempo de rotación: 1 segundo. 
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- Incremento de reconstrucción: 0.4 mm. 

- Filtros de reconstrucción H21 homogéneo. 

- Ventana de partes blandas. 

- Segunda reconstrucción con filtros de 60 definido o 70 muy definido, con ventana 

ósea. 

Las imágenes obtenidas en formato Dicom se exportan al sofware Osirix (Versión 

3.7.1 de 32 bits), plataforma de uso libre y sin coste, desarrollado para ordenadores 

de la casa Apple®. El análisis de los ROI (regiones de interés) permite la 

reconstrucción y la medición volumétrica de la cavidad y del hueso regenerado tras 

el tratamiento. 

El análisis simultáneo de cortes radiográficos axiales, sagitales y coronales permite 

la medición de áreas y en ellas determinar la densidad ósea en unidades 

Hounsfield. 

Al paciente se le realizarán dos tomografías computerizadas, en el momento del 

diagnóstico y a los 6 meses de la intervención. 

 

 

7. MUESTRAS PARA ANÁLISIS 

Las muestras requeridas para la realización del ensayo se obtienen en el HURH de 

Valladolid. 

El proceso que nos ocupa requiere dos tipos de muestras: 

 Sangre: para la producción de la matriz tridimensional. Esta muestra (10-40 ml) 

se extrajo del paciente mediante una venopunción. 

 Hueso esponjoso para la obtención de células mesenquimales de hueso. La 

muestra de hueso intraoral autólogo se obtiene mediante un aspirado de hueso 

esponjoso de la tuberosidad maxilar con una trefina de 2 mm, bajo anestesia 

local y sedación del paciente; en el Servicio de Cirugía Oral y Maxilofacial del 

HURH de Valladolid. (Figura 16) 
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Incisión zona 
quirúrgica 

Desperiostización lateral 
de la zona donde se 

realiza la osteoctomia 

Extracción de un pequeño 
fragmento óseo con una 

fresa de irrigación 

Cierre de la 
herida 

Figura 16: Obtención de la muestra de hueso mandibular 

 

 

8. OBTENCION DE CÉLULAS MESENQUIMALES DE HUESO 

La obtención de células mesenquimales de hueso (MSV-H) se realizó mediante el 

cultivo de explantes del aspirado de hueso esponjoso mandibular en la Unidad de 

Producción Celular (UPC) del IBGM de Valladolid. Las muestras de hueso 

esponjoso se extrajeron por personal especializado en condiciones asépticas, y se 

trasportaron hasta la UPC en un recipiente estéril, con medio de recogida de la 

siguiente composición: RPMI 1640 con 25 mM HEPES y con L-glutamina (Lonza), 

suplementado con una combinación de antibióticos y antimicóticos (Gibco): 

penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml, anfotericina A 0.25 g/ml. Las 

muestras se mantuvieron a 4ºC durante el transporte y hasta su procesamiento 

dentro de la UPC. 

El procesamiento de la muestra se realizó siguiendo el protocolo descrito en el 

punto 1.1 e incorporando los controles necesarios para realizar el proceso conforme 

a las NCF. 

En este punto, reservamos el medio de recogida para realizar análisis de Control de 

Calidad (Hemocultivo y Micoplasma), y comprobar si la muestra está contaminada 

previamente al procesamiento y además, se reservaron los dos primeros cambios 

de medio, un cambio de medio a la semana y el medio retirado previamente al 

tratamiento con tripsina para realizar los análisis de control de calidad (Hemocultivo 

y Micoplasma) y así evaluar la asepsia el proceso de expansión. 
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9.  PRODUCCIÓN DE LA MATRIZ TRIDIMENDISIONAL  

Este proceso se realizó en la Sala de Liofilización de la UPC mediante el siguiente 

procedimiento (Figura 17):  

 Obtención de suero autólogo  

El suero autólogo se obtiene a partir de la muestra de sangre del paciente, que una 

vez coagulada se centrifugó durante 10 minutos a 3000 rpm, y se recuperó la 

fracción sérica, que se mantuvo a -20ºC hasta su utilización.  

Se toma una muestra de 500 µl de suero autólogo para análisis de Control de 

Calidad microbiológica. 

 Producción de la matriz tridimensional 

Descongelamos el suero a 4ºC y mezclamos con el 5% de glutaraldehído (Sigma 

Aldrich; stock al 25%, concentración final al 1.25%) en un tubo Falcon. Aspiramos la 

mezcla con una jeringa de 20 ml y colocamos un tapón Luer Lock. Dejamos 

coagular la mezcla durante un tiempo ≤ 10 min. Identificamos el envase de la matriz 

tridimensional (jeringa), embolsamos la jeringa con doble bolsa de papel mixto para 

autoclave y congelamos a -80ºC durante 24 horas. 

 Liofilización 

La liofilización nos permite obtener una materia de amplia porosidad porque 

eliminamos la totalidad de la fracción acuosa de la matriz, y además eliminamos el 

agente entrecruzante no fijado a la proteína globular, que resultaría tóxico para las 

células. 

Cortamos la punta de la jeringa que contiene la matriz congelada a -80ºC con un 

bisturí, sacamos la matriz lentamente con cuidado de no romperla y la introducimos 

en un tubo Falcon. Colocamos la matriz en una bandeja del liofilizador previamente 

enfriado a -80ºC y liofilizamos hasta la completa deshidratación de la matriz 

(aproximadamente 24 h). 
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Introducimos la matriz deshidratada lentamente en un tubo falcon y colocamos en 

un recipiente estéril para coger una pequeña muestra con ayuda de unas pinzas 

estériles, para análisis de control de calidad microbiológico (cultivo 

microorganismos aerobios y anaerobios). 

 

 Hidratación 

La matriz obtenida tras la liofilización es muy porosa, frágil y difícil de manipular, por 

lo que debe ser hidratada para que tenga resistencia y elasticidad. Esta fase se 

realizó con etanol en concentraciones decrecientes y a temperatura ambiente: 

introducimos la matriz en etanol absoluto durante al menos 24 horas; pasado este 

tiempo eliminamos el etanol absoluto y añadimos etanol 95º. Tras 24 horas; 

eliminamos el etanol 95º y lavamos con etanol 80º durante al menos 24 horas. 

Pasado este tiempo retiramos el etanol 80º y añadimos etanol 70º y dejamos 24 

horas antes de tallar la matriz. 

 

 Tallado de la matriz 

La matriz obtenida tras el proceso de hidratación es un soporte poroso que puede 

ser cortado con facilidad sin rotura, y además permite el cultivo de células en su 

interior. 

 Sacamos la matriz hidratada del frasco con una pinza estéril. 

 Colocamos la matriz en una batea estéril y cortamos en discos de 2 cm de 

diámetro por 0,3 cm de grosor con ayuda de un bisturí estéril. 

 Introducimos los discos obtenidos en un tubo Falcon con Etanol 70º y así los 

conservamos a temperatura ambiente hasta su cultivo como bioimplante. 

El proceso de tallado se realiza en la cabina de flujo laminar y una vez finalizado el 

proceso se toma una muestra de la matriz hidratada con ayuda de unas pinzas 

estériles para análisis de control de calidad microbiológico (cultivo microorganismos 

aerobios y anaerobios). 
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10. CULTIVO DEL BIOIMPLANTE “BIOMAX” 

El cultivo del bioimplante se realiza con la unión de las células MSV-H obtenidas en la 

fase de expansión y los discos de matriz tridimensional realizada con el suero 

autólogo. 

 

 

Una vez obtenido el número de células MSV-H necesario para el cultivo de los 

bioimplantes (5-10 x 106 células/bioimplante), se realizó una última tripsinización 

para obtener las células en suspensión.  

Antes de realizar el cultivo celular del bioimplante, los discos de matriz, 

conservados en etanol 70º, se lavaron tres veces con 50 ml de medio de cultivo 

DMEM para eliminar el exceso de etanol. Estos lavados son de 30 min y el último 

lavado se recoge para realizar un análisis de control de calidad microbiológico 

(Hemocultivo y Micoplasma).  

 

Figura 17: Esquema de producción de la matriz tridimensional 
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Una vez que tenemos las células en suspensión y los discos de matriz lavados, se 

recogieron las células necesarias y se centrifugaron a 1400 rpm a 22 ºC durante 10 

min. El sedimento celular obtenido se resuspendió en 300 µl de medio de cultivo y 

se sembraron los discos de matriz previamente lavados y colocados en una placa 

de 6 pocillos. Se dejaron en agitación continua durante 24 horas en el incubador a 

37 ºC y 5 % CO2 y pasado este tiempo, se dio la vuelta al bioimplante y dejaron 

nuevamente 3 horas más en agitación en las mismas condiciones. 

El bioimplante sembrado con células MSV-H se pasa a un nuevo pocillo y se 

añaden 5 ml de medio de diferenciación osteogénica compuesto por DMEM 4,5 g/l 

de glucosa, 10% SBF, 1% Penicilina/Estreptomicina, 0.1 µM Dexametasona (Sigma 

Aldrich), 50 µM L-Ascorbato (Sigma Aldrich) y 10 mM ßGlicerofosfato (Sigma 

Aldrich), 

Los bioimplantes se mantuvieron en cultivo entre 20 y 30 días con medio de 

diferenciación, cambiando el medio de cultivo dos veces por semana, retirando el 

medio completamente y añadiendo 5 ml de medio de diferenciación nuevo. El 

medio retirado, se recogió una vez a la semana para realizar análisis de control de 

calidad microbiológica (Hemocultivo y Micoplasma).  

A la vez que se siembran las células en el bioimplante, se siembran otras 50.000 

células en un pocillo en una placa de 6 pocillos, en 5 ml de medio de diferenciación 

osteogénica y se mantienen en las mismas condiciones que los bioimplantes para 

realizar los controles de calidad del producto, es decir, comprobar que las células 

MSV-H se diferencian hacia células osteoblásticas. (Ver punto 12). 

En este momento se congelan en DMEM 4,5 g/l de glucosa, 10% FBS y 10% 

DMSO (Sigma Aldrich), 500.000 células para ser mantenidas como muestra de 

retención según normativa GMP. 

La muestra de retención es una muestra de un producto completamente 

acondicionado tomada de un lote de producto terminado. Esta sirve como un 

modelo del lote de producto terminado y puede ser estudiada en caso de 

reclamaciones de calidad relativas a la forma farmacéutica, dudas sobre el 

cumplimiento de las especificaciones contenidas en la autorización de 

comercialización, sobre etiquetado/acondicionado o informes de farmacovigilancia. 
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Se deben conservar los registros de trazabilidad de las muestras y las muestras 

durante 20 años; además estos registros deben estar disponibles para su revisión 

por las autoridades competentes durante las inspecciones trienales. 

 

11.  PROCESO DE ENVASADO 

Una vez finalizado el tiempo de cultivo en medio de diferenciación, el bioimplante 

está listo para ser injertado. Retiramos el medio de diferenciación y lavamos el 

bioimplante con medio DMEM. Este lavado lo recogemos para análisis de control de 

calidad (Hemocultivo y Micoplasma). 

Introducimos el o los bioimplantes en un recipiente estéril (tubo falcon de 50ml) con 

medio DMEM que embolsamos con doble bolsa de papel mixto previamente 

autoclavada. 

Sacamos el producto final por el SAS de salida a la zona de acondicionamiento 

donde sellamos la bolsa externa e identificamos el producto con su etiqueta 

correspondiente. 

Introducimos el producto correctamente envasado para el transporte en una caja de 

poliestireno expandido, con un registrador de temperatura en continuo (data-logger) 

y la documentación correspondiente al producto final. 

El transporte se realiza a temperatura ambiente entre 10 y 28ºC y el implante se 

efectuará en las 8 horas siguientes a su envasado. El medicamento se transportará 

en contenedores rígidos validados para mantener la temperatura óptima del 

producto. 

 

12. CONTROLES DE CALIDAD DEL BIOIMPLANTE “BIOMAX” 

La Unidad de Producción Celular donde se realiza todo el proceso de fabricación 

del bioimplante BIOMAX, mantiene unas condiciones de esterilidad, limpieza y 

control de calidad definidos en los Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) 

que establecen las normas de la UPC bajo estándares GMP. Durante todo el 

proceso se realiza una monitorización ambiental mediante la placas de 

sedimentación (TSA y SDCI (Biomerieux)) dentro de la cabina de flujo laminar para 

la detección de bacterias, hongos y levaduras. 
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También se realiza una monitorización de las partículas mediante el contador de 

partículas modelo LASAIR III; y finalmente, una vez terminado el proceso, se hace 

un control de los guantes del operario mediante la impresión de placas de contacto 

(CT3P y CTSI (Biomerieux)) para la detección de bacterias, hongos y levaduras.  

Además de los controles ambientales y del operario, se realizan diferentes controles 

al producto: controles microbiológicos, análisis fenotípico células MSV-H por 

citometría de flujo y control de diferenciación de las células MSV-H.   

 

 Controles microbiológicos 

El proceso completo de producción de una matriz tridimensional, expansión MSV-H 

y cultivo bioimplantes presenta diferentes puntos críticos donde se realizaron 

controles microbiológicos y de calidad bacteriana  

Los puntos analizados fueron:  

1. Obtención de suero: se analizaron 500 µl del suero autólogo. 

2. Hueso esponjoso: se analizó el medio de recogida de la muestra de tejido óseo 

mandibular. 

3. Matriz tridimensional: se realizaron tres análisis diferentes: matriz liofilizada 

(explantes), hidratada (explantes) y medio del último lavado de los discos de 

matriz. 

4. Células MSV-H: se analizó el sobrenadante celular en los dos primeros cambios 

de medio y luego una vez a la semana. 

5. Tripsinización: se analizó el sobrenadante celular previo a la tripsinización. 

6. Bioimplante: se analizó el sobrenadante celular en el cambio de medio, una vez 

a la semana, y el sobrenadante del último lavado, antes de enviar el bioimplante 

(para detectar la posible contaminación tras su manipulación). 

Una vez recogidas las muestras se enviaron al laboratorio de Control de Calidad 

donde se realizaron controles de esterilidad. Los sobrenadantes se analizaron 

mediante un sistema automatizado “Bact Alert” (Bact Alert iFA y Bact Alert iFN; 

Biomerieux) para la detección de microorganismos aerobios y anaerobios. Con los 

explantes se realizó siguiendo los métodos de la farmacopea clásica, con siembra 

de las muestras de la matriz en caldos de cultivo microbiológico: Tioglicolato 

(Biomerieux) para la detección de anaerobios y TSB-T (Biomerieux) para la 
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detección de aerobios mesófilos, hongos y levaduras. En la Tabla 6 se muestra un 

resumen de los controles de calidad realizados en el proceso de fabricación del 

bioimplante BIOMAX. 

Tabla 6. Controles proceso de fabricación bioimplante BIOMAX 

Fases Nº de muestras Control  
Mecanismo de 

muestreo 

Obtención de suero 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

500 l a 1 ml suero  
Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 

Preparación de matriz 
tridimensional 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Muestra producto 
liofilizado 

Esterilidad de producto 
(Aerobios/anaerobios) 

Explante para cultivo 

Muestra producto 
hidratado y tallado 

Esterilidad de producto 
(Aerobios/anaerobios) 

Explante para cultivo 

Sobrenadante del último 
lavado 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Jeringa estéril 

Procesamiento 
muestra ósea 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Sobrenadante medio de 
trasporte 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 

Cambio medio  
(2 veces por semana) 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Sobrenadante dos 
primeros cambios de 
medio 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 

Sobrenadante del medio 
(una vez a la semana) 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 

Tripsinización 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Sobrenadante medio de 
cultivo 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 

20l suspensión celular Contaje y viabilidad 
Pipeta con punta 
apirógena y estéril 

500.000 células Muestra de retención Pipeta con punta estéril 

50.000 células 
Control Calidad del 
producto: Diferenciación 

Pipeta con punta estéril 

Sembrar células en la 
matriz (Bioimplante) 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Cambio medio 
diferenciación 
osteogenica  
(2 veces por semana) 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Sobrenadante del medio 
(una vez a la semana) 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 

Envío 

Placas de Control de 
ambiente y guantes 

Monitorización de proceso 
Sedimentación 
campana/ Impresión de 
guantes 

Sobrenadante lavado 
final 

Esterilidad de producto 
(Hemocultivo/Micoplasma) 

Inoculación directa 
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 Análisis fenotípico células MSV-H por citometría de flujo 

El control fenotípico de las células MSV-H se realizó mediante un análisis de los 

antígenos de superficie por citometría de flujo, lo que nos permitió comprobar la 

presencia de los marcadores específicos de células mesenquimales. 

Este análisis se realizó antes de introducir las células en la matriz (Figura 18). Se 

preparó para ello una suspensión de 106 células MSV-H en 2 ml de PBS (Gibco). 

Se repartieron las células en 4 tubos (250.000 células/tubo en 500 µl) y se 

marcaron con el patrón de anticuerpos (ImmunoStep) que se muestra en la Tabla 7, 

en las dosis recomendadas por el fabricante. 

 

Tabla 7: Patrón de anticuerpos para análisis por citometría 

1 CONTROL 
2 CD 14 CD 166 CD 34 
3 CD 45 CD 73 CD 90 
4 CD 105 HLA-DR CD 90 

 

 

Los tubos se incuban en oscuridad a 4ºC durante 20 minutos. Pasado este tiempo 

se añaden 2,5 ml de PBS para lavar y se centrifugan 5 min a 2000 rpm. Retiramos 

el sobrenadante y resuspendemos el sedimento celular en 500 µl de PBS antes de 

pasar la muestra por el citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter). 

 

 

Figura 18: Caracterización inmunofenotípica las células MSV-H.  
Análisis por citometría de flujo comparando MSV-H (azul) con controles isotópico (Amarillo) 
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Las MSV-H fueron fuertemente positivas para CD73, CD90 y CD166, débilmente 

positivas para CD105, y negativas para CD14, CD34, CD45 y HLA-DR. 

 

 Control diferenciación de las células MSV-H 

El control de diferenciación se realizó para determinar si las células MSV-H 

cultivadas en el bioimplante presentaban un fenotipo osteoblástico, es decir, se 

habían diferenciado para la formación de matriz ósea; De esta manera, se ratificaba 

la presencia de células MSV-H diferenciadas dentro del bioimplante que se envía.  

Para realizar este control se tomaron s 50.000 células MSV-H y se sembraron en un 

pocillo de una placa de 6 pocillos con 5 ml de medio de diferenciación osteogenico 

a la vez que siembran en la matriz tridimensional. Las células se mantuvieron en 

cultivo dentro de la UPC de forma paralela a los bioimplantes el mismo tiempo y con 

el mismo medio de diferenciación. 

Una vez terminado el proceso de envasado del bioimplante, se sacó el cultivo 

paralelo de células de la sala GMP para realizar los controles de diferenciación. Se 

realizó una tinción de fosfatasa alcalina, ya que una vez que las células 

osteoprogenitoras inician su diferenciación hacia osteoblastos, comienzan a 

expresar otros componentes del hueso entre los que destacan: colágeno, fosfatasa 

alcalina, osteocalcina y osteonectina. 

La tinción de fosfatasa alcalina (FA; Figura 19) se realizó con un Kit (Fast Red 

Subtrate Pack For use with Alkaline Phosphatase Detection Kits or BioGenex 

Automated Staining Systems), y es una tinción que nos permitió comprobar que las 

células osteoprogenitoras (MSV-H) habían iniciado la diferenciación osteoblástica y 

habían empezado a sintetizar matriz ósea. 

El protocolo a seguir es: 

 Disolver una pastilla del Rojo Rápido (Fast Red) en 5 ml del sustrato (substrato 

con naftol-fosfato en Tris buffer). 

 Agitar la mezcla hasta la completa disolución de la pastilla (tarda unos minutos y 

hay que utilizarla a partir de los 30 min de su preparación). Esta solución es 

estable durante 8 horas a temperatura ambiente. 
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 Eliminar el medio de cultivo de la placa con una pipeta pasteur y lavar las células 

con 5 ml PBS (no es necesario que sea estéril). 

 Eliminar el PBS con una pipeta Pasteur. 

 Añadir unas gotas de la mezcla anterior filtrada, hasta cubrir el fondo del pocillo 

(aprox 1 ml). 

 Incubar de 5 a 40 min a temperatura ambiente y en oscuridad (Máxima tinción a 

los 30 min). Las células positivas para FA se tiñen de rojo con este Kit)  

 

 

Control negativo Control positivo 

Figura 19: Tinción con FA. 

 

13. APLICACIÓN DEL BIOIMPLANTE “BIOMAX” 

La aplicación de bioimplante BIOMAX se realiza en el gabinete de Cirugía 

Maxilofacial del HURH por personal especializado y con instrumental quirúrgico 

estéril individualizado para cada paciente. El implante celular se realiza tras la 

ostectomía y enucleación del quiste maxilar/mandibular (Figura 20). 

El paciente se coloca en posición de procedimiento de cirugía oral, acomodado en 

el sillón dental del gabinete y se aplica anestesia local intraoral permucosa o 

troncular, para el bloqueo anestésico de la zona a intervenir, con jeringa de carpule 

(jeringa dental) utilizando cartuchos de 1,8 ml de articaína (DCI, clorhidrato de 

articaína DCI clorhidrato 40 mg/ml) y epinefrina (en forma de bitartrato: 0,01 mg por 

cada ml). Se han utilizado de 1 a 3 cartuchos para cada procedimiento. 
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El abordaje quirúrgico consistió en una incisión mucosa sobre la encía 

queratinizada de la cresta alveolar y elevación de un colgajo mucoperióstico tipo 

Newman (colgajo trapezoidal de base en vestíbulo mucoso). Este tipo de técnica no 

precisa habitualmente hemostasia con cauterio. 

La lesión quística ósea se abordó mediante ostectomía de la pared ósea vestibular 

con fresa redonda de carburo de tungsteno (diámetro: 2 mm) montada sobre pieza 

de mano con refrigeración, luz fría y a 80-100.000 rpm (revoluciones por minuto), 

bajo irrigación con agua destilada. La membrana quística se enucleó, se fijó en 

formol y se etiqueto para estudio anatomopatológico. 

Una vez enucleado el quiste, se aplicaron las unidades de bioimplante BIOMAX 

necesarias para el relleno de la cavidad ósea residual. Cada unidad de 2 cm de 

diámetro y 30 mm de espesor contiene de 5 a 10 millones de células MSV-H. 

Finalmente, se repone el colgajo mucoperióstico para el cierre directo primario del 

lecho quirúrgico y se sutura con material reabsorbible (Vicryl 4/0) sobre aguja 

atraumática. 

 
Figura 20. Técnica quirúrgica para aplicación del bioimplante Biomax. 
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14. ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

Los resultados de la efectividad del estudio se obtienen mediante el análisis de las 

densidades de hueso en la zona de la mandíbula afectada por el quiste antes del 

tratamiento y a los seis meses de realizar el tratamiento con el bioimplante 

BIOMAX. Además, se realiza una comparación de los resultados de las densidades 

de hueso en la zona afectada y en una zona sana del mismo paciente en el otro 

lado de la mandíbula afectada, que se toma como control. El control se estudia en 

las mismas imágenes y condiciones, antes del tratamiento y a los seis meses de 

realizar el mismo. 

Las regiones de interés (ROI) para la determinación de la densidad ósea son 

siempre de una superficie de 22,2 mm2. Se realizan 3 medidas en el eje Z en cortes 

de 1 mm cada uno, que se promedian para obtener un valor más representativo. 

 

 Análisis estadístico. 

Las comparaciones se realizaron siempre entre las muestras emparejadas (pre y 

post tratamiento) utilizando el test no paramétrico de Wilcoxon. En todos los casos, 

el emparejamiento fue significativo con un coeficiente de Spearman alto. El test de 

Wilcoxon se eligió porque esta prueba permite trabajar con tamaños muestrales 

pequeños y datos apareados como es este caso (n=9). Los cálculos estadísticos se 

realizaron utilizando el programa GraphPad InStat v.3.06. 
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1. RESULTADOS PRECLINICOS PREVIOS 

 

El ensayo clínico se desarrolla a partir de una investigación previa basada en los 

estudios preclínicos realizados “in Vitro” e “in Vivo” en colaboración con el CCST y 

el HUCA de Asturias y el HURH de Valladolid. 

 

1.1. Estudio “in Vitro” 

En esta parte del proyecto se puso a punto la técnica para obtener y cultivar las 

células mesenquimales de hueso (MSV-H). Se procesaron fragmentos de hueso 

esponjoso mandibular obtenidos de pacientes del servicio de Cirugía Maxilofacial 

del HURH de Valladolid tras firmar un consentimiento informado. A partir de estos 

explantes se obtuvieron las células MSV-H, que se expandieron in Vitro en el 

laboratorio de investigación del IBGM de Valladolid. Estas células se sembraron 

sobre la matriz de suero entrecruzado y se mantuvieron en cultivo durante 21 días 

con medio de diferenciación osteogénica. 

La matriz se realizó a partir de suero de donantes del CCST de Asturias. 

Los bioimplantes fabricados “in Vitro” se fijaron en para-formaldehido para realizar 

estudios histológicos. 

En la Figura 21 se muestra una tinción con hematoxilina-eosina (izquierda), que nos 

permitió demostrar el anidamiento de las células en el interior de la matriz y la 

tinción de Von Kossa (derecha) nos muestra los depósitos de calcio que presentan 

las células dentro de la matriz, lo que nos indica que se han diferenciado y que han 

iniciado una fase de mineralización ósea.  

 

Tinción con hematoxilina-eosina (200X) Tinción Von Kossa (400X) 

Figura 21. Estudio histológico matriz sembrada con células MSV-H diferenciadas. 
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Otros bioimplantes se fijaron y se observaron mediante microscopia electrónica de 

barrido. En ellos puede verse la naturaleza porosa de la matriz y las células 

adheridas a la misma (Figura 22). 

 

 
 
 
1.2. Estudios “in Vivo” 

Los estudios “in Vivo” se realizaron siempre utilizando las células MSV-H humanas 

descritas anteriomente en ratas y ratones atímicos. 

Los primeros estudios se realizaron en la Universidad de Oviedo en colaboración 

con la doctora Lorena Gallego López (resultados detallados en su trabajo de tesis 

doctoral). En estos estudios se realizaron en principio injertos heterotópicos en el 

dorso de 5 ratones atímicos y posteriormente se realizaron injertos ortotópicos en 

defectos críticos mandibulares en 6 ratas atímicas; en ambos casos se han utilizado 

animales atímicos porque se han realizado los injertos con matriz de suero humano 

y células mesenquimales humanas obtenidas de hueso. 

Los resultados histológicos a los 75 días de los injertos heterotópicos nos 

permitieron demostrar con tinciones de vimentina y osteocalcina humana que la 

actividad osteoblástica que se producía en los injertos se debía a las células de 

origen humano sembradas en la matriz (Figura 23). 

 
 

Figura 22. Imágenes microscopio electrónico de barrido 
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Tinción con Vimentina humana (400X) Tinción Ostoeocalcina humana (200X) 

Figura 23. Estudio histológico injerto dorso ratones atímicos 
 

Por otro lado, se realizaron estudios de imagen de tomografía computarizada (TC) 

siguiendo la evolución de los defectos críticos mandibulares tratados con las células 

MSV-H diferenciadas incluidas en la matriz de suero o sin nada (control). Los 

resultados radiológicos a las 11 semanas nos muestran una reparación con 

ocupación del defecto crítico en la zona injertada con matriz más células MSV-H 

(lado derecho de la mandíbula), mientras que en la zona control (lado izquierdo de 

la mandíbula) puede aún distinguirse claramente el defecto crítico generado. 

(Figura 24).  

 

Figura 24. Imagen de TC hemimandíbulas a las 8 semanas de realizar el injerto. 
En lado derecho (R) el defecto se rellenó con una matriz con células mesenquimales 
diferenciadas y presenta regeneración del tejido óseo y en el lado izquierdo (L) control, se 
aprecia una zona radiolúcida sin signos de osteoformación. 

 

Este trabajo se continuó mediante la colaboración con grupo del Dr. Luis Miguel 

Redondo, principalmente con el doctorando Javier Fernández Doval (resultados 

detallados en el trabajo de su tesis doctoral). 
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Este estudio se realizó en 12 ratas atímicas divididas en 4 grupos experimentales: 

1. Matriz sin células 

2. Matriz con células cultivadas durante 1 día en con medio osteogénico 

3. Matriz con células diferenciadas durante 21 días en medio osteogénico 

4. Matriz con células en cultivo durante 21 días con medio de cultivo sin factores 

de diferenciación. 

 

En los cuatro grupos se utilizó una matriz de suero humano y células 

mesenquimales de hueso humano (MSV-H) obtenidas mediante el cultivo de 

explantes previamente detallado. Y se han realizado injertos ortotópicos en defectos 

críticos mandibulares en ratas atímicas e injertos heterotópicos en la región inguinal 

de las mismas ratas, para valorar la capacidad de vascularización del implante.  

Las ratas se sacrificaron a los 3 meses y se realizaron estudios radiológicos e 

histológicos.  

La Figura 25 muestra los resultados histológicos de los injertos ortotópicos en ratas 

atímicas. Las tinciones de hematoxilina-eosina muestran que la matriz es 

reabsorbida y sustituida por sustancia intercelular propia del tejido óseo 

neoformado. Y con tinciones de Giemsa podemos apreciar la formación de vasos a 

partir del tejido adyacente del receptor, que ha invadido la matriz injertada (Figura 

26). La formación de hueso sólo se ha producido en el grupo 3, lo que era de 

esperar, ya que este es el grupo con células mesenquimales condicionadas hacia 

linaje osteoblastico  

 

 

Figura 25. Histología mandíbula rata tratada con bioimplante con células diferenciadas a 
los tres meses de realizar el injerto. Se ven restos de la matriz rodeada de tejido de 

nueva formación. 
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Figura 26. Imagen injerto heterotópico inguinal en ratas atímicas (40x). 
Imagen de estructuras organizadas que pertenece a vasos sanguíneos formados 

en el bioimplante injertado a partir de los vasos del tejido adyacente a la zona 
inertada. 

 

 

La Figuras 27 y 28 muestran los resultados radiológicos. El análisis de estos 

resultados no muestran diferencias significativas cuando se hacen comparaciones 

entre los grupos 1,2 y 3 (matriz, matriz con células 1 día, y matriz con células 

diferenciadas); sin embargo, si comparamos estos grupos con el grupo 4 (matriz 

con células sin diferenciar cultivadas durante 21 días) sí aparecen diferencias 

significativas (resultados detallados en la tesis doctoral del Dr.Fernandez Doval). 

Estos resultados se pueden deber a que en los grupos 1 y 2, la matriz no está 

invadida por células, ya que es matriz sóla o con células cultivadas durante 1 día, 

por lo que las células de los tejidos circundantes pueden penetrar en la matriz y 

regenerar el defecto; por otro lado, el grupo 3 presenta una matriz con células 

diferenciadas, por lo que ya están condicionadas a realizar la regeneración ósea. 

Sin embargo, el grupo 4 presenta la matriz cultivada durante 21 con células MSV-H 

sin diferenciar, por lo que estas células ocupan la superficie de la matriz evitando la 

penetración de las células de los tejidos circundantes y como no están 

diferenciadas, no están condicionadas para la regeneración ósea. 
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Figura 27. Mandíbula grupo 4 (matriz con célula sin diferenciar durante 21 
días), se puede ver la zona del defecto sin signos de formación de hueso 
nuevo. 

 
 

 
Figura 28. Mandíbula grupo 3 (matriz con células diferenciadas), en la 
que el defecto generado ha sido rellenado por hueso de nueva 
formación. 

 

 

En todos los casos evaluados, los mejores resultados se obtuvieron en el grupo 3, 

por lo que a partir de aquí se desarrolló en ensayo clínico que nos ocupa con 

bioimplantes de matriz sembrada con células MSV-H y cultivada durante 21 días 

con medio de diferenciación osteogénica. 

 

El siguiente ensayo se realizó comparando el injerto de matrices conteniendo 

células MSV-H diferenciadas con matrices sin células; recubiertas o no con una 

membrana reabsorbible de ácido poliglicólico-poliláctico (BioMesh-S®). El injerto se 

colocó en un defecto critico mandibular practicado en 12 ratas atímicas, que se han 

sacrificaron a las 12 semanas. Estos experimentos se practicaron en colaboración 

con el grupo del Dr. Luis Miguel Resondo y su estudio completo se desarrolla en el 

trabajo de tesis doctoral del Dr. Gonzalo de la Peña. 
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Las imágenes DICON del TC fueron analizadas con el software Osirix®. En 

general, se observa que la densidad radiológica en la zona del defecto es menor 

que la del hueso sano. Además, la densidad radiológica es mayor en la zona del 

implante contigua al hueso sano; como se puede ver en la Figura 29. Es posible 

que las 12 semanas que ha durado este ensayo no haya sido tiempo suficiente para 

permitir la regeneración completa del defecto generado y además, no se han 

observado diferencias entre los grupos a estudio, por lo que la membrana 

reabsorbible utilizada no influye en el proceso de regeneración ósea. 

 

Figura 29. Hemimandíbula en el plano axial (1), sagital (2) y coronal (3). 

El defecto generado se corresponde con la elipse verde, lo que nos permite observar que 
la densidad radiológica es mayor en la zona periférica del defecto, adyacente al hueso 
sano, que en la zona central del defecto. 

 

 

En base a estos resultados preclínicos se diseñó el ensayo clínico que se describe 

a continuación, con el objetivo final de elevar a la categoría de medicamento el 

bioimplante “BIOMAX” formado con la matriz con células diferenciadas. 

 

2. INCLUSIÓN DE PACIENTES 

 

Se han incluido 11 pacientes sanos del Servicio de Cirugía Oral y Maxilofacial del 

HURH de Valladolid, en edades comprendidas entre 18 y 65 años y con una lesión 

quística dentaria radicular maxilar de 2 a 4 cm sin signos de infección; por lo que 

presentaban todos los criterios de inclusión para participar en el ensayo clínico y 

ninguno de exclusión. (Ver Tabla 5 en el punto 5 de Material y Métodos).  
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Las edades y el sexo de los pacientes se indican en laTabla 8. 

 

Tabla 8. Pacientes incluidos en el EC. 

PACIENTES 
Sexo Edad TRATAMIENTO 

Número Identificación
1 LRC MUJER 25 No realizado * 
2 AAMP MUJER 47 Realizado 
3 ICM MUJER 20 Realizado 
4 GOC HOMBRE 44 Realizado 
5 MMS MUJER 21 Realizado 
6 MTSB MUJER 50 Realizado 
7 VSJA MUJER 27 No realizado * 
8 MCM HOMBRE 39 Realizado 
9 MGGB MUJER 54 Realizado 

10 CCG MUJER 20 Realizado 
11 MYJB MUJER 50 Realizado 

 

Los pacientes LRC y VSJA no recibieron  el tratamiento debido a la  
contaminación bacteriana de  la muestra inicial. 

 

3. ESTUDIO RADIOLÓGICO 

 

A los pacientes incluidos en el EC se les realizo una ortopantomografía para 

evaluar el defecto quístico mandibular a reparar, sus dimensiones y la densidad de 

la trama ósea en la zona afectada y en el hueso sano que la rodea.  

En la Figura 30 podemos ver un ejemplo de las ortopantomografias de los pacientes 

ICM y MCM, indicando la zona afectada por el quiste mandibular. 

 

 
Paciente  ICM, localización del quiste maxilar. 
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Paciente MCM, localización del quiste maxilar. 

Figura 30. Imágenes de ortopantomografias inicio del EC. 
 

 

 

 

4. EXTRACCIÓN DE MUESTRAS 

 

A todos los pacientes incluidos en el EC se les extrajo una muestra de hueso 

esponjoso mandibular y una muestra de sangre. La extracción de las muestras se 

realizó en el HURH de Valladolid por personal cualificado. 

La muestra de sangre se utilizó para la fabricación de la matriz tridimensional, para 

realizar una serología (HIV 1 y 2, Hepatitis B, Hepatitis C y Lues), y para guardar 

una muestra de custodia de suero (seroteca) según el Real Decreto-ley 9/2014 en 

el Centro de Hemoterapia y Hemodonación de Castilla y León (CHEMCYL). 

El tamaño de las muestras de hueso y el volumen de sangre extraído a los 

pacientes se muestra en la Tabla 9. Al paciente número LRC sólo de le extrajo una 

muestra de 10 ml de sangre para seroteca, porque la muestra de hueso esponjoso 

estaba contaminada y se abortó la fabricación de la matriz tridimensional. 
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Tabla 9. Muestras obtenidas de los pacientes 

PACIENTE 
Tamaño 

muestra ósea 
Volumen 
sangre 

LRC* 3 mm 10 ml 
AAMP 3 mm 40 ml 
ICM 5 mm 40 ml 
GOC 2 mm 40 ml 
MMS 4 mm 40 ml 
MTSB 3 mm 30 ml 
VSJA* 3 mm 30 ml 
MCM 2 mm 30 ml 

MGGB 2 mm 30 ml 
CCG 2 mm 30 ml 
MYJB 2 mm 25 ml 

 

*En estos pacientes existió contaminación de la 
muestra que no pudo erradicarse con la cuarentena, 
por lo que no se completó el tratamiento (ver texto). 

 

 

5. PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS MESENQUIMALES DE 

HUESO (MSV-H). 

 

Todas las muestras extraídas a los pacientes se transportaron a la UPC 

refrigeradas (4-12ºC) en un contenedor de poliestireno expandido y junto a un 

registrador de temperatura (data-logger). A su llegada a la UPC se mantuvieron a 

4ºC hasta su procesamiento. 

 

5.1. Cultivo de explantes 

Las muestras de hueso esponjoso se procesaron en la UPC y se cultivaron como 

explantes. A los 4-5 días de iniciarse el cultivo, se podía observar el crecimiento a 

partir de los explantes de células de aspecto fibroblástico adheridas al frasco de 

cultivo, como se puede ver en la Figura 31.  

El cultivo de la muestra de hueso mandibular presentó frecuentes problemas en 

cuanto a la contaminación inicial. En el control de calidad realizado en el medio de 

recogida de las muestras de hueso esponjoso se obtuvo crecimiento bacteriano en 

9 de las 11 muestras analizadas. En 6 se detectó crecimiento de microorganismos 

anaerobios, en 1 crecimiento de microorganismos aerobios y en 2 crecimiento de
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ambos, aerobios y anaerobios. Esto sucede a pesar de que el medio de recogida de 

muestras tiene un coctel de antibióticos con penicilina (100 U/ml), estreptomicina 

(100 g/ml), y anfotericina A (0.25 g/ml).  

Con objeto de intentar recuperar las muestras, se estipuló un periodo de cuarentena 

de una semana con medio de cultivo con antibióticos (1% P/E), cambiando el medio 

cada 48 horas. Con este protocolo se consiguió crecimiento celular en 9 de los 11 

pacientes. Los tests microbiológicos y micológicos al final del periodo de cultivo 

fueron negativos, indicando que la contaminación había sido erradicada.  

Los pacientes abortados por contaminación en los que no fue posible administrar el 

tratamiento fueron los pacientes LRC y VSJA; por lo que no presentan expansión 

celular ni producción de matriz tridimensional. 

 

Figura 31. Crecimiento de células a partir de los explantes de hueso esponjoso.  
Se aprecia la imagen de células de aspecto fibroblástico que salen a partir del explante y están 
adheridas al frasco de cultivo. 
 

 

5.2. Cultivo y proliferación de las células MSV-H. 

Las células obtenidas de los explantes se mantuvieron en cultivo a 37ºC y 5% de 

CO2 cambiando el medio de cultivo dos veces por semana. Se realizaron entre dos 

y tres pases hasta obtener las células necesarias para el cultivo de los 

bioimplantes, aproximadamente 25-30 días de cultivo. 

El número de células obtenido en cada paciente y en cada pase se muestra en la 

Tabla 10.  
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Tabla 10. Células MSV-H obtenidas de los pacientes 

PACIENTE 

Células MSV-H 

Pase 0 Pase 1 Pase 2 Pase 3 

Nºcélulas Viabilidad Nºcélulas Viabilidad Nºcélulas Viabilidad Nºcélulas Viabilidad 

AAMP 360.000 98% 980.000 98% 4.48x106 97% 37.6x106 95% 

ICM 600.000 97% 6.36x106 94% 40.8 x106 96%   

GOC 340.000 99% 1.75x106 100% 4.2 x106 100% 20.4x106 99% 

MMS 1.15 x106 100% 6.13x106 99% 39.3 x106 97%   

MTSB 180.000 100% 880.000 98.5% 4.53 x106 100% 30.6x106 98.5% 

MCM 195.000 97.5% 1.5 x106 100% 6.5 x106 97.5% 30.3x106 98% 

MGGB 360.000 99% 3.5 x106 100% 20.8 x106 100%   

CCG 625.000 99% 3.6 x106 100% 42.45x106 98%   

MYJB 540.000 100% 3.7 x106 100% 33.6 x106 100%   

 

 

 

 

5.3. Análisis fenotípico células MSV-H por citometría de flujo 

Las células MSV-H obtenidas a partir del cultivo de explantes se analizaron 

mediante citometría de flujo para ver si presentaban un fenotipo característico de 

célula mesenquimal, con un marcaje positivo para los anticuerpos CD73, CD90, 

CD105 y CD166 y negativo para los marcadores hematopoyéticos como CD34, 

CD45, el marcador monicitario CD14 y tampoco expresan HLA-DR. Los resultados 

del análisis fenotípico se muestran en histogramas donde se compara el marcaje 

con el anticuerpo (histograma azul) con su respectivo control (histograma amarillo). 

 

En la Figura 32 se muestra dos análisis representativos realizados con las células 

MSV-H de los pacientes MGGB y MYJB.  
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Análisis fenotípico paciente  MGGB 

Análisis fenotípico paciente  MYJB 

Figura 32. Análisis fenotípico por citometría de flujo. 
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6. OBTENCIÓN DE LA MATRIZ TRIDIMENSIONAL 

 

A partir del entrecruzamiento del suero de los pacientes con glutaraldehído 

(concentración final 1,25%) y tras un proceso de congelación, liofilización e 

hidratación, se obtiene una matriz tridimensional porosa (ver detalles en Materiales 

y Métodos). En este EC se han realizado discos de matriz de 2 cm de diámetro por 

0.3 cm de grosor. La Figura 33 muestra la imagen de microscopia electrónica de 

barrido de un disco de matriz.  

 

Figura 33. Imagen de un disco de matriz 
 

La Tabla 11 muestra el volumen de suero autólogo de cada paciente y el número de 

discos obtenidos de matriz. 

 

Tabla 11. Volumen suero y nº de discos de matriz por paciente. 

PACIENTE 
Volumen 

suero 
Nº discos 
de matriz 

AAMP 10 ml 4 

ICM 11 ml 5 

GOC 10 ml 3 
MMS 20 ml 4 
MTSB 10.5 ml 5 
MCM 7.6 ml 2 

MGGB 11 ml 4 
CCG 10.5 ml 5 
MYJB 8 ml 3 
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7. FABRICACIÓN DEL BIOIMPLANTE “ BIOMAX” 

 

Las células MSV-H, una vez expandidas, se sembraron en los discos de matriz 

formando los bioimplantes “Biomax” que se mantuvieron durante 21-30 días en 

medio de diferenciación osteogénico antes de ser injertados como material de 

relleno en el defecto quístico mandibular. 

La Tabla 12 resume los datos del tratamiento realizado a cada paciente: número de 

bioimplantes, número de células por bioimplante, y pase en el que se encontraban 

las células MSV-H antes de ser sembradas en el matriz. 

La Figura 34 muestra las imágenes de microscopio de contraste de fases de dos 

ejemplos de bioimplantes en cultivo (pacientes AAM y MMS). 

 

Tabla 12. Detalles de los tratamientos realizados a cada uno de los pacientes 

PACIENTE 
Nº 

bioimplantes 
Nº células/ 

bioimplante 
Pase 

celular 
AAMP 3  10,0 millones P3 
ICM 4  10,0 millones P2 
GOC 3  6,6 millones P3 
MMS 3  9,7 millones P2 
MTSB 3  10,0 millones P3 
MCM 2  10,0 millones P3 

MGGB 3  6,6 millones P2 
CCG 3  10,0 millones P2 
MYJB 3  10,0 millones P2 

 

 

 

Bioimplante paciente  AAM en cultivo Bioimplante paciente  MMS en cultivo 

Figura 34. Bioimplantes en cultivo 10 X 
Las flechas señalan grupos células MSV-H en el interior de la matriz. 
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8. CONTROL DE DIFERENCIACIÓN CÉLULAS MSV-H 

 

Paralelamente al cultivo de los bioimplantes, se realizó otro cultivo de células MSV-

H con el mismo medio osteogénico, para comprobar si las células mesenquimales 

sembradas en la matriz se diferenciaban hacia el linaje osteoblastico y empezaban 

a sintetizar matriz extracelular. Esto se comprobó mediante una tinción con 

fosfatasa alcalina (FA). Todos los cultivos realizados de MSV-H con medio 

ontogénico presentaron expresión de fosfatasa alcalina, como se puede ver en la 

Figura 35, donde vemos un ejemplo con las tinciones de los pacientes CCG y 

MTBS que muestran las células positivas para FA teñidas de color rojo.  

 

 

Paciente  ICM (10x) Paciente  MTSB (5x) 

Figura 35. Tinción de Fosfatasa Alcalina  
 

 

 

9. ANÁLISIS DE RESULTADOS  

9.1. Efectos adversos 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) una Reacción Adversa a 

Medicamentos (RAM) es «cualquier reacción nociva no intencionada que aparece a 

dosis normalmente usadas en el ser humano para profilaxis, diagnóstico o 

tratamiento o para modificar funciones fisiológicas». 
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Los pacientes tratados con el bioimplante Biomax llevaron un seguimiento durante 

la totalidad del ensayo, con tres visitas tras la aplicación del tratamiento; una a las 

dos semanas en la que se retira la sutura y se comprueba el aspecto de la zona 

injertada. En esta primera visita no se han apreciado signos de reacción 

inflamatoria ni de rechazo en ninguno de los pacientes. 

Las siguientes visitas se fueron a los 3 y 6 meses, en las que se realizó una 

ortopantomografía para evaluar la eficacia del bioimplante. En esta ocasión, 

tampoco se observaron signos de reacción inflamatoria ni de rechazo en los 

pacientes tratados. 

 

9.2. Análisis de las imágenes de TC. 

Las imágenes DICON obtenidas mediante el estudio de TC fueron analizadas con 

el software Osirix®, que nos permite calcular el promedio de la densidad ósea 

radiológica en unidades Hounsfield en la zona del defecto tratado. Se realizaron 

mediciones de densidad ósea en un área de 22,2 mm2 en tres planos distintos (A, B 

y C, separados por 1 mm) del eje Z para minimizar el error de medición y se ha 

utilizado para los análisis el promedio de estos tres valores. 

Se muestra un ejemplo en la Figura 36 de las imágenes correspondientes al plano 

B del paciente CCG en la exploración realizada antes del tratamiento. En el panel a 

se muestra la imagen en escala de grises y en el panel b la misma imagen 

codificada en pseudo-color, donde resulta más fácil distinguir las diferencias de 

densidad. En el lado izquierdo puede distinguirse el quiste, con muy baja densidad 

ósea, codificada en color azul oscuro y separado del resto del hueso por una zona 

de densidad intermedia (color verde-amarillo).  

El círculo amarillo en el centro del quiste, corresponde a la región de interés 

evaluada de 22,2 mm2 que se utilizó para realizar las medidas digitales de densidad 

(en este caso 62). En el lado derecho, se eligió una zona control de hueso 

esponjoso con densidad relativamente baja, en la que se realizó la medición en una 

región de interés idéntica, de 22,2 mm2 (la medida en este caso fue de 87). 
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En la Figura 37 se ilustra cómo se hace la cuantificación con el ejemplo del paciente 

GOC. El quiste en este caso estaba situado en el lado derecho, y el hueso reticular 

control en el lado izquierdo (a, b, c y d). Las regiones de interés en las que se 

realizaron las medidas son los círculos amarillos y corresponden a 22,2 mm2 en 

ambos casos. Los valores obtenidos en este caso fueron 

(postratamiento/pretratamiento): 130/43 (cociente, 3,02) en la condición 

experimental, y 316/214 (cociente, 1,48) en la condición control. En el panel e se 

muestra en mayor detalle la evolución de las regiones de interés con el tratamiento 

y puede apreciarse claramente crecimiento de hueso en la zona del quiste, 

evidenciado por zonas de alta densidad (verde, amarillo y rojo), que rellenan ahora 

parte de la cavidad quística (Fig. 36e). El efecto es especialmente notable en los 

bordes del quiste. 

La Figura 38 muestra otro ejemplo de la comparación de densidades en escala de 

grises del pacientel ICM. 

 

9.3 Cuantificación digital de las imágenes de TC 

Utilizando el procedimiento descrito en el apartado anterior, se cuantificaron los 9 

pacientes tratados, eligiendo la zona experimental (quiste; tratado) y control (hueso 

reticular; no tratado) en cada paciente y cuantificando tres planos del eje Z, A, B y 

C, en cada región de interés. Los valores originales se muestran en las Tablas 13A 

(experimental) y 13B (control). Los valores promedios (± DS) se recogen en la 

Tabla 14, para mostrar que la dispersión fue razonablemente pequeña, 

especialmente en el caso de los datos del grupo experimental, que son los que más 

nos importan a efectos de comparaciones.  
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Figura. 36. Medidas de densidad ósea por TC previo al tratamiento del paciente CCG. Arriba, 
imagen en escala de grises, abajo, la misma en pseudo-color (escala arriba a la derecha). Se 
ilustran las medidas en una región de interés circular de 22,2 mm2 en el quiste (lado izquierdo) 
y en una zona de hueso esponjoso control en el lado derecho. 
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Figura. 37. Medidas de la densidad ósea en las imágenes de TC del paciente GOC antes (a y 
b) y después del tratamiento (c y d). A la izquierda, imágenes en gris (a y c), a la derecha las 
mismas imágenes en falso color (b y d). Todas las imágenes corresponden al plano axial (B). 
El quiste está en este caso situado a la derecha y el hueso reticular control a la izquierda. Las 
regiones de interés en las que se realizaron las medidas son los círculos amarillos y 
corresponden a 22,2 mm2. Los valores obtenidos en este caso fueron 
(pretratamiento/postratamiento): en la condición experimental, 43/129, y en la condición control, 
214/316. En el panel e se muestra en mayor detalle la evolución de las regiones de interés con 
el tratamiento. 
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Figura. 38. Comparación de densidades antes y después del tratamiento en escala de grises. 
Arriba imágenes del paciente ICM y abajo imágenes correspondientes al paciente AMP. 

 

 

Tabla 13A. Mediciones en la zona de hueso experimental (defecto) 

 MEDIDAS 
PREOPERACION 

MEDIDAS 
POSTOPERACION 

A B C A B C 

P
A

C
IE

N
T

E
 

AMP 57 64 89 107 82 180 
CCG 58 62 67 252 197 201 
GOC 57 43 81 154 130 153 
ICM 335 406 326 348 407 356 
MCM 38 37 41 52 104 140 

MGGB 31 26 43 319 164 108 
MMS 164 165 163 183 214 212 
MTSB 52 43 58 72 136 107 
MYJB 65 95 60 139 180 365 
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Tabla 13B. Mediciones en la zona de hueso control 

 MEDIDAS 
PREOPERACION 

MEDIDAS 
POSTOPERACION 

A B C A B C 

P
A

C
IE

N
T

E
 

AMP 354 446 305 356 147 217 
CCG 136 87 373 310 240 452 
GOC 151 214 182 194 316 223 
ICM 394 1161 250 378 491 268 

MCM 420 500 620 156 516 574 
MGGB 283 375 371 334 239 314 
MMS 1361 1276 1327 879 722 1039 
MTSB 255 224 307 245 276 297 
MYJB 690 647 685 559 700 648 

 

 

Tabla 14. Medias y DS de las Densidades óseas 
 

 Valores (Media±DS; n=3) 
Hueso Experimental Hueso Control 

PRE POST PRE POST 

P
A

C
IE

N
T

E
 

AMP 70±17 123±51 368±72 240±106 
CCG 62±4 217±31 198±153 334±108 
GOC 60±19 146±14 182±32 245±64 
ICM 356±44 370±32 602±490 379±112 
MCM 39±2 99±44 513±101 415±227 

MGGB 33±8 197±109 343±52 296±50 
MMS 164±1 203±17 1321±43 880±159 
MTSB 51±7 105±32 262±42 273±26 
MYJB 74±19 228±121 674±24 636±71 

 

 

En la Tabla 15 se reúnen todos los valores pertinentes para el análisis estadístico. 

Los valores pre- y post-operación son las medias de las tres determinaciones 

realizadas, mostradas en las tablas anteriores. Se añade además una columna que 

es el “cociente” del valor obtenido después de la operación dividido por el valor 

previo. La Tabla resume, por tanto, el comportamiento comparativo del quiste 

tratado con MSV-H en matriz de suero autólogo con un sector de hueso esponjoso 

no tratado en el lado contralateral del mismo maxilar. 
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En el grupo de datos experimentales, los 9 pacientes tratados con Biomax 

aumentaron su densidad ósea un año después del tratamiento y los valores medios 

fueron significativamente mayores que el valor previo al tratamiento (p<0,004; Tabla 

14). En el caso de los valores control, no hubo diferencias significativas entre los 

valores al inicio y al final de la intervención. 

 

En la Figura 39 a y b se representan los valores obtenidos antes y después del 

tratamiento en cada uno de los pacientes en las condiciones control y experimental. 

Los pacientes por encima de una línea con pendiente de 1, representada a trazos 

discontinuos en la figura, son los que han mejorado con el tratamiento. Como puede 

verse, todos los pacientes experimentales mejoraron su densidad ósea (se 

encuentran por encima de la línea de puntos), mientras que solo se observó 

aumento de densidad ósea en los valores controles en 3 de los 9 pacientes tratados 

(Figura 39, a y b)  

 

La evolución de la formación de hueso puede también resumirse en la relación 

densidad ósea tras el tratamiento/densidad antes del tratamiento (“Cociente” en 

Tabla 15). Cuando el valor es mayor que 1 indica que ha habido formación de 

hueso nuevo. Los valores del cociente en los quistes tratados fueron en todos los 

casos, mayor de 1. El valor promedio de los 9 casos fue de (media ± ESM) 2,52 ± 

0,45. Este valor es significativamente mayor que 1 (p<0.004; test de Wilcoxon). En 

contraste, los controles de evolución de hueso esponjoso en la misma mandíbula 

no fueron significativamente mayores de 1 (0.99 ± 0.14; Tabla 15). 

En la Figura 40 se comparan los valores control y experimental en un diagrama de 

barras. La comparación directa de ambos valores mostró también diferencias muy 

significativas (p<0.001; test de Mann-Whitney). 



RESULTADOS 

110 
 

 

Tabla 15. Comparación de las densidades en los grupos control y experimental. 

 EXPERIMENTAL CONTROL 
PACIENTE Pre Post Cociente Pre Post Cociente

AMP 70 123 1.70 368 240 0.62 

CCG 62 217 3.46 198 334 1.97 

GOC 60 146 2.49 182 245 1.33 

ICM 356 370 1.04 602 379 0.76 

MCM 39 99 2.37 513 415 0.71 

MGGB 33 197 5.43 343 296 0.86 

MMS 164 203 1.24 1321 880 0.66 

MTSB 51 105 2.00 262 273 1.05 

MYJB 74 228 2.90 674 636 0.94 
 

Media 101 187 2.52 496 411 0.99 
DS 103 84 1.34 355 214 0.43 

ESM 34 28 0.45 118 71 0.14 
  

Significación 
estadítica: 

  p<0.004* p<0.004**  N.S.* N.S.** 

Notas: 
Cada valor es promedio de 3 medidas (1 por mm) en un área de 22.2 mm2 
Los cocientes se calcularon dividiendio el valor “Post” por el “Pre”. 
*Comparación Pre vs Post. Test de Wilcoxon (no paramétrico) 
**Diferencia del valor 1, Test de Wilcoxon (signed rank) (no paramétrico) 
La diferencia entre los valores de ratio de los grupos experimental y control 
también es significativamente distinta de 0 (p<0.001; test de Mann-
Whitney; no paramétrico) 
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Figura 39. Valores densidad ósea antes y despues del tratamiento.  
A. Valores densidad ósea en la zona experimental.  
B. Valores densidad ósea en la zona control 
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Figura 40. Comparacion de los valores (cociente) de densidad ósea en la zona experimental y 
en la zona control. 
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1. DESARROLLO DEL PRODUCTO FARMACEÚTICO 

BIOIMPLANTE “BIOMAX”. 

1.1. OBTENCION CELULAS MESENQUIMALES DE HUESO (MSV-H) 

La Terapia Celular se ha desarrollado a partir de la década de los 90 con los 

avances de la biotecnología y los biorreactores, que buscaban aumentar la 

productividad de los cultivos celulares con una disminución en los costes de 

producción y sin reducir la calidad de los productos (Trujillo-Roldan y col, 2009) . En 

este momento es cuando se inicia la producción de medicamentos de terapias 

avanzadas a gran escala. Destaca la utilización de células madre mesenquimales 

(MSC) por su gran potencial para la reparación de tejidos dañados como hueso, 

cartílago, tendón y ligamentos (Beyer Nardy y col, 2006) y por su capacidad 

inmunorreguladora (Uccelli y col, 2006, Patel y col, 2008; Shi y col, 2011). Se ha 

propuesto la utilización de MSC en mas enfermedades: Parkinson, Alzehimer, 

lesiones de médula espinal, enfermedades cardiacas, derrames cerebrales, 

quemaduras y osteoartritis entre otras (Park y col, 2014; Joyce y col, 2010; Kin y 

col, 2015; Gnecchi y col, 2012; Dulamea, 2015; Koźlik y col, 2014; Orozco y col, 

2011; Orozco y col, 2013; Orozco y col, 2014; Vega y col, 2015). 

Clásicamente, las MSC se obtenían de médula ósea, pero en la actualidad se 

extraen de muchos tejidos diferentes como tejido adiposo (Zuk y col, 2002; Wagner 

y col, 2005), músculos, tendón y diferentes tejidos dentales (Huang y col, 2009; 

Tran Hle y col, 2014, Alkhalil y col, 2015), sangre del cordón umbilical (Olson y col, 

2015), placenta (Sabapathy y col 2012), periostio, tejido cartilaginoso, líquido 

sinovial, bazo e hígado (Arthur y col, 2009). Incluso de la sangre menstrual y del 

endometrio decidual (Rossignoli y col, 2013). 

Nuestra Unidad de Producción Celular (UPC) está especializada en la fabricación 

del medicamento de terapia avanzada MSV (mesenquimales de Valladolid), 

constituido por MSC de médula ósea, autorizadas por la AEMPS para diferentes 

ensayos clínicos, como el tratamiento de la degeneración del disco intervertebral 

lumbar y aplicaciones osteoarticulares (Ensayo clínico Eudra-CT: 2005-005498-36. 

Nº Eudra CT 2008-001191-68, Eudra Nº 2009-0170450-11).  
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A pesar de nuestra experiencia en el procesamiento de la médula ósea y en la 

obtención de las MSV a partir de esta, aquí nos hemos planteado obtener el mismo 

tipo celular, MSV, pero a partir del tejido óseo mandibular. 

La dificultad que nos planteó el cambio de tejido fuente, es la falta de experiencia 

en trabajar con estas muestras en condiciones GMP. Recibimos las muestras en un 

envase de recogida abierto (tubo falcon) y que procede de un tejido que presenta 

una elevada carga microbiana como es la cavidad oral, aloja 1010 bacterias 

(Linossier y col, 2011). Esta es una gran diferencia respecto a la muestra de médula 

ósea, que se extrae en condiciones estériles directamente en un sistema de circuito 

cerrado (bolsa de trasferencia).  

Para luchar contra este inconveniente recogemos la muestra de hueso esponjoso 

en un medio RPMI suplementado con una solución de antibióticos y antimicóticos, y 

se deja en el mismo hasta su procesamiento (unas 24h). Esto se realiza con el fin 

de disminuir todo lo posible la carga bacteriana inicial. Un método alternativo para 

reducir el número de microorganismos en la cavidad oral sería un tratamiento previo 

con soluciones antisépticas como la clorhexidina. Este compuesto se une a la 

membrana celular bacteriana, a bajas concentraciones produce un aumento de la 

permeabilidad con filtración de los componentes intracelulares incluido el potasio, lo 

que genera un efecto bacteriostático. A concentraciones más altas produce la 

precipitación del citoplasma bacteriano y la muerte celular, por lo que tiene efecto 

bactericida (Bascones y col, 2006). Sin embargo, la utilización de los colutorios 

antisépticos sólo reduce la carga bacteriana en un 44%, y esto si se acompaña de 

métodos mecánicos de higiene oral e interdental (Enrile de Rojas y col, 2005). El 

método preventivo a seguir para evitar la contaminación de la muestra de hueso 

esponjoso mandibular, sería un proceso de higiene oral e interdental exhaustivo con 

métodos mecánicos y un tratamiento posterior con el colutorio. Como sólo es un 

tratamiento preventivo y no eliminamos la totalidad de la carga bacteriana, no se ha 

estipulado en nuestro estudio, ya que sólo generaría molestias al paciente.  

Pero no todo son inconvenientes. La ventaja de trabajar con muestras de tejido 

óseo mandibular es que estas se obtienen en la consulta de cirugía maxilofacial 

bajo anestesia local y sedación mediante una trefina de 2 mm sin generar grandes  
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molestias al paciente (Gallego y col, 2010), a diferencia de la muestra de médula 

ósea, que se obtiene en un quirófano bajo anestesia local y sedación, mediante 

punciones repetidas en los huesos planos de la cadera, lo que genera molestias en 

las zonas de punción. Estas molestias normalmente desaparecen a las 24-48 

horas, pero pueden prolongarse durante varios días. Además, estos pacientes 

pueden sentir sensación de mareo debido a que la extracción de la médula ósea les 

genera cierto grado de anemia y presentar décimas de fiebre en las primeras horas 

post-extracción.  

En este punto, la utilización de un tejido adulto como es el hueso esponjoso 

mandibular como tejido fuente, nos permite obtener células MSC con mayor tasa de 

proliferación y de diferenciación osteogénica que las células obtenidas de la cresta 

iliaca (Akintoye y col, 2006), y presentan un retraso en la senescencia, expresando 

niveles elevados de fosfatasa alcalina y demostrando más acumulación de calcio “in 

Vitro” (Nishimura y col, 2012). Además, las MSC obtenidas a partir de tejidos 

adultos presentan un mayor potencial para la regeneración de daños 

musculoesqueléticos (Mafi y col, 2011), y en nuestro caso queremos regenerar 

defectos óseos.  

Actualmente, en función del tejido fuente empleado, se utilizan diferentes técnicas 

para el aislamiento de las MSC, principalmente gradientes de densidad (Ficoll o 

Percoll) en médula ósea o sangre menstrual (Rossignoli y col, 2013) o digestiones 

enzimáticas (tripsina, colagenasa, dispasa) cuando empleamos un tejido, como por 

ejemplo, el adiposo (Wagner y col, 2005) o la pulpa dental (Alkahalil y col, 2015). 

Sin embargo, el primer objetivo de este trabajo se centra en obtener MSC a partir 

de tejido óseo mandibular mediante el cultivo de pequeños fragmentos del mismo 

que se denominan “explantes”, sin la necesidad de procesamientos previos. 

La obtención de células humanas a partir de fragmentos de hueso se inició en 1979 

por los trabajos realizados por Mills y col, aunque previamente Jones y Boyde 

habían observado la migración de los osteoblastos desde el hueso a la superficie 

de cultivo (Jones y col, 1977). Estudios posteriores demostraron que las células que 

crecían a partir de los fragmentos de hueso presentaban un fenotipo osteoblástico, 
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porque presentaban niveles elevados de actividad fosfatasa alcalina y producían 

osteocalcina (Beresford y col, 1984). Además, estudios comparativos confirmaron 

que las células de hueso obtenidas a partir de explantes y las obtenidas por 

digestiones enzimáticas con tripsina y colagenasa, no diferían en cuanto a su 

fenotipo osteoblástico (Auf´mkolk y col, 1985). Begley col en 1993 realizaban 

lavados con solución tampón (HBSS) de los fragmentos de hueso para eliminar los 

restos tejido hematopoyético, grasa y sangre antes de su cultivo, lo que evitaba la 

contaminación del cultivo por el crecimiento de fibroblastos. Otros grupos 

empleaban soluciones tampón con antibióticos para evitar al mismo tiempo 

contaminaciones bacterianas y contaminación de células de los tejidos adyacentes 

(Meseguer y col, 1994). El siguiente avance en el cultivo de fragmentos de hueso, 

fue el pretratamiento de los mismos con una solución enzimática que eliminaba 

todas las células de los explantes excepto las adyacentes al hueso, lo que permitía 

obtener cultivos de osteoblastos purificados (Robey, 1995). Nosotros, realizamos un 

pretratamiento de los explantes con tripsina antes de su cultivo, lo que nos permite 

eliminar todos los restos de sangre y células adheridas a la muestra. 

El protocolo del cultivo de explantes con un pretratamiento enzimático nos ha 

permitido obtener cultivos purificados de células adherentes de aspecto fibroblástico 

fácilmente y sin la realización de procesos costosos y laboriosos como la obtención 

de MSC a partir de médula ósea mediante un gradiente de densidad con ficoll. 

Antes de iniciar el procesamiento de la muestra, el cumplimiento de la normativa 

GMP para la fabricación de medicamentos de terapia celular nos lleva a realizar 

una comprobación del estado de la sala de producción (presiones, temperatura, 

calibración de equipos,….). Las condiciones de las instalaciones y los equipos, 

junto con los controles de calidad de ambiente (partículas y sedimentación), de 

personal (contacto de guantes) y de producto (microorganismos aerobios, 

anaerobios y micoplasma) realizados en todas las fases del proceso de fabricación, 

nos permiten garantizar la calidad GMP del producto para su aplicación clínica. 

Actualmente, los protocolos de expansión celular para aplicaciones clínicas deben, 

de acuerdo a las GMP, evitar en lo posible el uso de suero animal por el riesgo que 

existe de la transmisión de virus y priones. Sin embargo, la mayoría de los ensayos  
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clínicos realizados con MSC utilizan protocolos de expansión con medios 

suplementados con suero bovino fetal (FBS) (Hemeda y col, 2014). El proceso de 

expansión nos permite aumentar “in Vitro” el reducido número de células que 

obtenemos del explante de hueso mandibular, en proporciones exponenciales, sin 

que las células pierdan sus propiedades fisiológicas, bioquímicas y genéticas. Poe 

este motivo, es muy importante utilizar medios suplementados con los factores de 

crecimiento adecuados que permitan la multiplicación celular sin comprometer su 

capacidad de diferenciación. Las opciones que aparecen para sustituir al FBS es 

utilizar suero humano (HS), plasma rico en plaquetas (PRP) o lisado plaquetario 

humano (HPL). 

Está demostrado que el uso de HS de forma autóloga para la expansión de MSC es 

factible sin comprometer la capacidad de diferenciación de las células y sin alterar 

el inmunofenotipo de las mismas (Stute y col, 2004). Sin embargo, la utilización de 

HS tiene una gran limitación en cuanto al volumen necesario para realizar una 

expansión celular; ante esta limitación, surge la alternativa de utilizar HS AB 

alogénico. En este punto, los estudios de Kocaoemer y col (2007) muestran que las 

MSC derivadas de tejido adiposo muestran una mayor tasa de proliferación en 

medios suplementados con HS AB que cuando se utiliza FBS. 

El PRP es un concentrado de plaquetas que poseen una gran diversidad de 

factores de crecimiento (TGF-β, BMP, FGF, IGF y PDGF) y que tienen propiedades 

inductivas para la regeneración de los tejidos. Sin embargo, los restos celulares que 

presenta puede alterar el cultivo celular y además necesita la adición de trombina 

exógena para activar las plaquetas provocando su degranulación, lo que genera la 

liberación inmediata de los factores de crecimiento al medio de cultivo (González y 

col, 2012; Hemeda y col, 2014). El PRP preparado por activacion con trombina 

(tPRP) también presenta una tasa de proliferación mayor que el FBS en MSC 

derivadas de tejido adiposo (Kocaoemer y col, 2007). Para solucionar los problemas 

del PRP, debris y activación, este se somete a un proceso de congelación antes de 

añadirlo al medio. Esto genera la lisis de las plaquetas y la liberación de los factores 

de crecimiento sin la adición de trombina exógena. Sin embargo, cuando se realiza 

este proceso, ya no es correcto hablar de PRP ya que sería un lisado plaquetario 

humano (HPL). 
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La primera utilización de HPL para la expansión de MSC fue descrita por Doucet y 

col en 2005 y actualmente es la mejor elección para la producción de MSC bajo 

normativa GMP para aplicaciones clínicas. El HPL aumenta la proliferación de las 

células y reduce su envejecimiento (Griffiths y col, 2013). El tamaño y la β-

galactosa son marcadores de senescencia celular (López-Diazguerrero y col, 2005; 

Chuaire-Noack ycol, 2010) y las células cultivadas con HPL son más pequeñas que 

cuando son expandidas con FBS y generan menos β-galactosidasa. Sin embargo, a 

pesar de sus ventajas, el HPL también presenta desventajas, ya que todavía no 

está bien comercializado, puede generar reacciones inmunes a nivel alogénico, y 

además, existe el riesgo de transmisión de virus humanos como el VIH y el Virus 

linfotrópico humano de células T (HTLV) (Hemeda y col, 2014). 

Actualmente, ya disponemos de HPL con certificación GMP para la producción de 

MSV en la UPC, y tras informar a la AEMPS de los resultados, estamos pendientes 

de realizar el cambio en el protocolo de fabricación. Sin embargo, cuando se 

desarrolló esta Tesis Doctoral todavía no disponíamos de este producto conforme 

GMPs, así que utilizamos medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal y 

este protocolo está autorizado por la AEMPS, ya que el suero bovino fetal 

empleado en la expansión de las células MSV-H dispone de un certificado de 

análisis que nos indica que está libre de virus de origen animal por proceder de 

animales sanos. Tiene además un certificado de idoneidad expedido por el EDQM 

(European Directorate for the Quality of Medicines) que garantiza la ausencia de 

riesgo de transmisión de la encefalopatía espongiforme bovina ya que se obtiene de 

animales de Australia, Canadá y los Estados Unidos de América, países que hasta 

el momento no presentan ningún caso confirmado de esta enfermedad. 

La principal dificultad que hemos tenido en este trabajo para la expansión de MSV-

H ha sido la contaminación inicial de la muestras. A pesar de la presencia de 

antibióticos (P/E) y antimicóticos (anfotericina A) en el medio de recogida de las 

mismas se obtuvieron resultados positivos de contaminación microbiológica en el 

primer análisis de control de calidad realizado en el medio de recogida en 9 de las 

11 muestras analizadas. Esto nos indica que partimos de una elevada carga 

bacteriana inicial que no ha sido eliminada completamente por la acción de los 

antibióticos durante el trasporte y almacenamiento de la muestra. Para solucionar  
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este problema y poder realizar el proceso de expansión, se estableció un periodo 

de cuarentena en el que se realizaron cambios de medio con antibiótico (P/E) cada 

48 horas para diluir la carga bacteriana inicial hasta su total eliminación y obtener 

crecimiento celular. Esta medida nos permitió descontaminar y realizar la expansión 

celular en 7 de las 9 muestras que han presentado un resultado positivo inicial; sin 

embargo, hemos tenido que abortar dos cultivos, que a pesar del periodo de 

cuarentena, presentaban contaminación.  

Una vez obtenidas las células a partir de los explantes de hueso mandibular, hemos 

realizado la caracterización de las mismas para comprobar que realmente se 

pueden considerar células mesenquimales humanas, ya que actualmente no existe 

un protocolo consensuado para la obtención de este tipo celular, lo que genera una 

gran dificultad para realizar ensayos comparativos. Las MSC presentan diferentes 

propiedades en función del tejido fuente, del fenotipo y genotipo del donante, y de 

los métodos utilizados para el aislamiento, el almacenamiento y la expansión de las 

mismas (Viswanathan y col, 2014), lo que hace necesaria la caracterización previa 

a su utilización en aplicaciones clínicas. 

Actualmente existen diferentes métodos para la caracterización de las células 

mesenquimales en cultivo, pero la técnica más comúnmente utilizada es la 

citometria de flujo (Agha-Hosseini y col, 2010, Pilz y col, 2011, Claros y col, 2012; 

Mark y col, 2013). En este trabajo se analizó el inmunofenotipo de las células 

mediante esta técnica, que permite el recuento y clasificación de las células según 

sus características morfológicas (tamaño y complejidad) y por la presencia (+) o 

ausencia (-) de ciertos biomarcadores. 

La bibliografía actual muestra una amplia variedad de marcadores utilizados para 

caracterizar las MSC. Por ejemplo, Agha-Hosseini y col (2010) utilizan los 

marcadores CD13, CD31, CD34, CD44, CD45, CD90, CD105 y CD166, para 

caracterizar las células madre derivadas de pulpa dental; y sin embargo, otros 

autores utilizan únicamente CD44 y STRO-1 para la caracterización parcial del 

mismo tipo celular (Magallanes y col, 2010). Por otro lado, el grupo de Akiyama 

(2012) utiliza los marcadores STRO-1, CD29, CD73, CD90, CD105, CD146, Oct-4 

(octamer-4) y SSEA4 (antígeno especifico estado embrionario) para MSC de 

médula ósea y Lohberger y col (2012) utilizan CD11, CD14, CD34, CD45, 
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CD73, CD90, CD105 Y HLA-DR, para caracterizar MSC de hueso maxilar. La Tabla 

16 muestra un resumen de los 20 marcadores más utilizados en la caracterización 

de productos de terapia celular compuestos por MSC y registrados en la base de 

Nuevos Medicamentos en Investigación (IND) de la FDA (Mendicino y col, 2014).  

 

Tabla 16. Expresión de marcadores fenotípicos de productos  
celulares basados en MSC y registrados en la IND. 

Clasificación de 
marcadores 

Nombre % uso 

1 CD45 91 
2 CD105 73
3 CD90 61
4 CD73 52
5 CD34 48 
6 CD14 47 
7 HLA Class II 44 
8 CD44 30
9 HLA Class I 26

10 CD29 24
11 CD106 23
12 CD19 21 
13 CD80 21 
14 CD86 21 
15 CD166 20
16 CD10 18
17 CD146 15
18 CD40 15 
19 CD11b 14 
20 CD200 12

 
Marcadores positivos en negrita y negativos en cursiva (Mendicino y col, 2014). 

 

Esta gran variabilidad para la caracterización de las MSC se debe a la diversidad de 

los tejidos utilizados para su obtención y a la variabilidad de donantes (Figura 41). 

En MSC derivadas de médula ósea existen marcadores (CD49d, CD51, CD71, 

CD146, CD349, CXCR-4 y MSCA-1) con expresión variable en función de la 

variabilidad del donante, del protocolo de expansión o del pase en el que se 

encuentren las células (Wuchter y col, 2015). La variación en el proceso de 

obtención y expansión puede modificar el patrón inmunofenotípico incluso en 

células del mismo donante obtenidas del mismo tejido (Mendicino y col, 2014). En 

este punto, Mark y col (2013) muestran que las mismas células MSC expresan un 

patrón diferente frente al anticuerpo CD105 cuando se modifican las condiciones de  
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cultivo, ya que la expresión es menor si se cultivan sin FBS que si se cultivan con 

FBS. También hay trabajos que muestran que las células MSC expresan diferente 

marcaje frente al anticuerpo CD14 (característico monocitos y macrófagos) 

dependiendo del clon de anticuerpo utilizado (Pilz y col, 2011).  

 

Figura 41. Fuentes de MSC, métodos de obtención, diferentes condiciones de cultivo y 
marcadores utilizados para su caracterización. BM-MSCs (mesenquimales de médula ósea), 
UCB-MSCs (mesenquimales de sangre de cordón umbilical), UCT-MSCs (mesenquimales de 
tejidos de cordón umbilical), AT-MSCs (mesenquimales de tejido adiposo), DP-MSCs 
(mesenquimales de pulpa dental), PMSCs (mesenquimales de placenta) (Viswanathan y col, 
2014). 

 

Ante tanta diversidad, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) (Horwitz 

y col, 2005; Dominici y col, 2006) ha recomiendado unos criterios mínimos para la 

caracterización de las MSC utilizadas en terapia celular. El primer criterio es que 

sean células adherentes de aspecto fibroblástico en condiciones de cultivo 

estándar, como las células MSV-H obtenidas a partir del hueso mandibular. En 

cuanto al patrón inmunofenotípico que deben presentar las células, estos criterios 

incluyen la presencia (+) de los marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90; y 

la ausencia (-) de los marcadores hematopoyéticos como CD34, CD45, CD11a, 

CD19 y HLA-DR. En la última revisión de la ISCT se sugiere que las células MSC 
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de médula ósea en grado GMP deben presentar una expresión positiva >90% para 

los marcadores CD73, CD90 y CD105; y una disminución de la expresión de CD45, 

siendo aceptable el marcaje en menos del 2% de la población analizada (Wuchter y 

col, 2015), pero este punto solo afecta a las MSC obtenidas a partir de médula 

ósea, y como se ha mencionado, nosotros hemos empleado hueso madibular como 

tejido fuente para la obtención de las células MSV-H.  

En este trabajo se han utilizado los anticuerpos monoclonales indicados en la Tabla 

17 marcados con fluoróforos de unión covalente: isocianato de fluoresceina (FITC, 

verde), ficoeritrina (PE, amarillo) y estreptavidina PE-cianina 5 (PECy5, rojo) para 

caracterizar las células MSV-H obtenidas a partir de los explantes de hueso 

mandibular. 

 

Tabla 17. Expresión celular de los marcadores fenotípicos utilizados. 

ANTICUERPO EXPRESIÓN CELULAR 
MARCADOR 

MSC 

CD14 Monocitos y macrófagos. Negativo 

CD34 Células madre hematopoyéticas y células endoteliales. Negativo 

CD45 Leucocitos y progenitores hematopoyéticos. Negativo 

CD73 Células madre mesenquimales, células endoteliales y 
epiteliales, células T y B y células dendríticas foliculares 

Positivo 

CD90 Células madre mesenquimales Positivo 

CD105 

Células madre mesenquimales, células endoteliales 
vasculares y sincitiotrofoblastos de placenta, células 
pre-B en médula fetal, precursores eritroides en médula 
ósea fetal y adulta. 

Positivo 

CD166 Células madre mesenquimales, células T y monocitos 
activados, células epiteliales, fibroblastos y neuronas 

Positivo 

HLA-DR Antígeno presente en todas las células y en linfocitos. Negativo 

 

Los resultados obtenidos del análisis por citometría de flujo nos mostraron que las 

células aisladas de explantes de hueso y mantenidas en cultivo, presentan una 

expresión positiva para los marcadores CD90, CD73 y CD166, una positividad débil 

para CD105 y no expresan los marcadores CD34, CD45, CD14 y HLA-DR.  
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Hasta el momento los resultados analizados nos indican que las células obtenidas a 

partir de los explantes de hueso cumplen dos de los tres criterios mínimos 

recomendados por la ISCT para ser consideradas MSC (Horwitz y col, 2005; 

Dominici y col, 2006, Wuchter y col, 2015): son adherentes en cultivo y expresan los 

marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90 característicos de MSC; y no 

presentan los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45, el marcador de 

característico de monocitos CD14 y el complejo mayor de histocompatibilidad HLA-

DR.  

El último criterio recomendado por la ISCT es la diferenciación en medios 

condicionados. La diferenciación es el proceso por el cual las células de un linaje 

celular sufren modificaciones en su expresión génica para adquirir la morfología y 

las funciones de un tipo celular específico y diferente. En este punto, las células en 

cultivo “in Vitro” detienen el proceso de duplicación para empezar a realizar 

funciones específicas del tejido al que se van a diferenciar, lo que implica la síntesis 

de proteínas específicas y la formación de matriz extracelular.  

Para comprobar si las células MSV-H mantienen la capacidad de diferenciación 

osteogénica, utilizamos un medio suplementado con dexametasona, L-ascorbato y 

β-glicerol fosfato como morfógenos. Este medio es ampliamente utilizado para una 

diferenciación osteogénica óptima, ya que permite la obtención de células de 

morfología osteoblástica con expresión de fosfatasa alcalina, modulación de la 

producción de mRNA de osteocalcina y formación de matriz extracelular 

mineralizada con hidroxiapatita (Jaiswai y col, 1998). 

Los morfógenos o factores de diferenciación generan cambios en la expresión 

génica de las células promoviendo la osteogénesis (Pineda y col, 2009). La 

dexametasona estimula la proliferación de las MSC y permite su diferenciación 

hacia el linaje osteogénico. El β-glicerol fosfato es un fosfato inorgánico que 

promueve la osteogénesis mediante el control de la mineralización y la actividad de 

los osteoblastos (Chung y col, 1992), ya que los fosfatos libres inducen la expresión 

de mRNA y proteínas osteogénicas como la osteopontina. Y el L-ascorbato 

promueve la producción de osteocalcina que actúa como cofactor en la 

hidroxilación de los residuos de prolina y lisina en el colágeno, por lo que es 

esencial para su deposición en la matriz extracelular. También incrementa la 
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síntesis deproteínas no colágenas de la matriz ósea, por lo que participa en todas la 

fases de la osteogénesis hasta que se forman los osteocitos. Los estudios de 

Akiyama y col (2009) muestran que la presencia de ácido ascórbico es esencial 

para la formación de hueso, ya que utilizando un medio sin este factor no se obtiene 

formación de tejido óseo. 

Se ha descrito que las MSC humanas mantienen el potencial de diferenciarse hacia 

linaje osteogénico durante aproximadamente 40 duplicaciones en cultivo e incluso 

después de la criopreservación (Jaiswal y col, 1997; Bruder y col, 1997) y en este 

trabajo se han utilizado células MSV-H en pase 3 y 4, por lo que se supone que 

mantienen el potencial de diferenciación osteogénica. No obstante, para verificarlo, 

las células MSV-H se han mantenido en cultivo con el medio condicionado durante 

21 días y pasado este tiempo se comprobó la existencia de fosfatasa alcalina, que 

es un marcador de expresión temprana en la diferenciación osteogenica, que 

aparece en células osteoprogenitoras, osteoblastos y osteocitos jóvenes a 

diferencia de otros marcadores de hueso como la osteocalcina que se expresa en 

un estadio más tardío dentro de la diferenciación osteogénica. (Sell y col, 1997). La 

presencia de células fosfatasa alcalina positivas en un cultivo, indica que están 

destinadas a diferenciarse en osteoblastos (Deans y col, 1999), ya que es una 

enzima que libera fosfato inorgánico a partir de esteres fosfóricos y juega un papel 

importante en la mineralización, proliferación, migración y diferenciación de las 

células hacia linaje osteoblastico. La tinción con FA es un análisis sencillo y 

económico, lo que permite incluirlo en los test rutinarios de caracterización de 

producto final. 

Los resultados obtenidos en las tinciones de fosfatasa alcalina realizados a las 

células MSV-H fueron positivos, lo que nos permiten confirmar que las células 

expandidas a partir de los fragmentos de hueso esponjoso mandibular se 

diferencian hacia linaje osteoblástico cuando se mantienen en un medio de cultivo 

condicionado.  

En este punto y con los resultados obtenidos, podemos concluir que las células 

MSV-H obtenidas a partir del hueso esponjoso mandibular pueden ser 

consideradas MSC ya que cumplen los principales criterios recomendados por la 

ISCT. 
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1.2. OBTENCIÓN DE LA MATRIZ TRIDIMENSIONAL 

La ingeniería tisular permite la obtención de tejidos completos a partir de la 

combinación de cultivos celulares, factores de crecimiento y matrices 

tridimensionales. Actualmente esta disciplina está en auge para la reconstrucción 

de nuevos tejidos de reemplazo y para la regeneración de estructuras destruidas o 

perdidas (Tortolini y col, 2012). En este punto, destaca la aplicación de las MSC con 

diferentes biomateriales para la regeneración fundamentalmente de tejido óseo y de 

cartílago. (Petite y col, 2000; Gallego y col, 2010; Grayson y col, 2015). 

El primer objetivo de la ingeniería tisular de hueso es crear un ambiente que 

permita la diferenciación osteogénica de las células madre dentro de matrices 

tridimensionales para generar construcciones óseas “in Vitro” (Fröhlich y col, 2008). 

La matriz es uno de los puntos críticos, ya que aporta el soporte necesario para que 

las células crezcan en un ambiente tridimensional adecuado y reemplacen el tejido 

dañado. (Salgado y col, 2004). El injerto ideal generado mediante ingeniería tisular 

debe ser osteogénico, osteoconductivo y osteoinductivo (Kaveh y col, 2010). Por 

ello el desarrollo de la matriz es un proceso complejo que incluye la elección del 

material adecuado, la arquitectura, la estructura mecánica, las propiedades de 

superficie, las propiedades y productos de degradación, junto con la composición 

de los componentes biológicos añadidos y, por supuesto, los cambios de todos 

estos factores con el tiempo (Hutmacher y col, 2007).  

Para que la reparación del tejido se realice con éxito, las características 

fundamentales de un biomaterial son: biocompatibilidad, propiedades mecánicas 

(elasticidad, resistencia,), morfología porosa e interconectada y biodegradabilidad.  

Actualmente existe una gran diversidad de biomateriales.Para la regeneración ósea 

se utilizan básicamente  biocerámicas, polímeros naturales y polímeros sintéticos 

(Rezwan y col, 2006); los metales se utilizan principalmente en el campo de la 

ortopedia.  

Las biocerámicas son materiales bioactivos con una estructura similar a la matriz 

ósea (Plazas-Bonilla y col, 2011). Los más utilizados son la hidroxiapatita (HA) que 

puede ser de origen natural o sintético (Martínez-Valencia y col, 2008) y el fosfato 
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tricálcico (TCP). Ambos permiten la fabricación de matrices osteoconductivas. La 

HA es el material cerámico más utilizado para regeneración ósea, ya que es el 

principal componente de los huesos en los mamíferos (60-70% del peso seco), y 

presenta una estructura muy similar a la matriz ósea. Esta estructura junto con su 

osteoconductividad, permiten que el tejido conectivo que rodea el defecto penetre y 

realice el proceso de osificación del material, reparando el tejido dañado (Velasco-

Peña y col, 2010). 

Los polímeros sintéticos más utilizados son el ácido poliláctico (PLA) y el ácido 

poliglicólico (PGA), que son polímeros biodegradables, pero generan matrices 

delicadas que no son osteoconductivas. La introducción de poros en estas matrices 

hace que disminuya la resistencia de las mismas a medida que aumenta la 

porosidad. Sin embargo, cuando se combinan con biocerámicas se obtienen 

matrices osteoconductivas y más resistentes (Wang, 2006). En este grupo, se 

incluyen los polímeros tipo elastina (ELP), que se obtienen de forma recombinante y 

mimetizan la estructura de la elastina natural, que como sabemos, es uno de los 

componentes más importantes de la matriz extracelular. Estos polímeros se 

consideran inteligentes porque son capaces de responder a estímulos ambientales. 

Por ejemplo, son capaces de modificar su estado en función de la temperatura 

ambiental o por la acción de cambios químicos (Martín y col, 2009; González de la 

Torre y col, 2014; Testera y col, 2015). 

Los polímeros naturales son materiales biodegradables como el colágeno, el 

chitosan, el almidón o los glicosaminoglicanos. En este grupo se puede incluir la 

matriz ósea desmineralizada que se utiliza como material de relleno en defectos 

óseos y es osteoinductiva. Contiene factores de crecimiento como las BMPs, lo que 

favorece la formación de hueso incluso en localizaciones ectópicas (Blackwood y 

col, 2012). En este punto, destaca la BMP-2 que actúa como agente quimiotáctico y 

promueve la proliferación y diferenciación osteoblástica de las MSC. Además, su 

aplicación aumenta la osteocalcina lo que induce la formación de tejido óseo (Pulido 

y col, 2013). En el grupo de los polímero naturales, se encuentran los 

hemoderivados como el plasma rico en plaquetas (PRP), que aumenta la velocidad 

de regeneración ósea por la concentración de factores de crecimiento existentes en 

las plaquetas (Rodríguez Flores y col, 2012). El PRP es ampliamente utilizado 

como adhesivo biológico, ya que permite la estabilización o cohesión de los injertos  
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óseos particulados y facilita la cicatrización de las heridas (González Lagunas, 

2006). En este punto, también destaca la utilización de la fibrina autóloga, ya 

empleada en 1994 por un grupo de cirujanos como adhesivo al hueso esponjoso 

durante la reconstrucción mandibular (Tayapongsak y col, 1994). La fibrina actúa 

como sustrato para la migración de MSC, acelera la revascularización y la 

migración de fibroblastos, estimula el crecimiento de fibroblastos y osteoblastos y 

reduce la multiplicación de microorganismos, por lo que presenta características 

más osteogénicas que el PRP (Zhu y col, 2006). Sin embargo, las matrices 

generadas con PRP y fibrina son de rápida degradación y escasa resistencia 

mecánica, ya que se utilizan básicamente en forma de geles. Por este motivo no 

son esenciales en el campo de la ingeniería tisular ósea. Sin embargo, podemos 

destacar su utilización de forma combinada con biocerámicas como la HA o el TCP, 

que aportan la resistencia mecánica del injerto y las características 

osteiconductivas, mientras que el PRP o la fibrina aportan las propiedades 

osteoinductivas (Jimi y col, 2012). 

Ante la diversidad existente de materiales para la elaboración de matrices 

tridimensionales mediante ingeniería tisular, se ha elegido un material natural de 

naturaleza proteica como son las proteínas globulares del suero, principalmente la 

albúmina entrecruzada por uniones covalentes con un grupo aldehído 

(glutaraldehído). La matriz tridimensional en este trabajo se realiza como se ha 

descrito en la patente del Dr. Meana WO2008/11985, de la que es coautora la 

doctoranda. 

La albúmina es la proteína principal de la sangre, se sintetiza en el hígado y su 

función principal es el mantenimiento de la presión osmótica y el transporte de 

sustancias (hormonas, fármacos y drogas). Representa el 60% de las proteínas que 

contiene el suero o el plasma, lo que permite la fabricación de la matriz de forma 

directa a partir de estos. La posibilidad de utilizar plasma o suero humano para la 

fabricación de la matriz permite su realización de forma autóloga, ya que para su 

fabricación sólo se necesita una muestra de sangre del paciente. En este punto, el 

material elegido para la fabricación es el suero autólogo, que es equivalente al 

plasma pero sin las proteínas involucradas en la coagulación (fundamentalmente 

fibrinógeno). El glutaraldehido es un compuesto químico ampliamente utilizado 

como desinfectante de equipos médicos y odontológicos. Presenta dos grupos
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aldehído reactivos que tienden a bloquear las proteínas de adhesión celular, lo que 

le confiere alta capacidad para mantener la estructura celular, de aquí que sea 

utilizado fundamentalmente en el laboratorio como fijador. Además, su reacción con 

los compuestos biológicos, principalmente las proteínas, genera una red de 

entrecruzamiento básicamente irreversible, por lo es un agente entrecruzante muy 

fuerte. Sin embargo, por su toxicidad, no es un producto adecuado para la 

fabricación de matrices aptas para el cultivo celular. En la fabricación de nuestra 

matriz se ha elegido, no obstante, el glutaraldehído, porque el proceso de 

liofilización anula el efecto tóxico del mismo, ya que se elimina la fracción acuosa 

de la matriz y el glutaraldehído no fijado a la proteína globular. En la fase de 

liofilización se obtiene una matriz porosa y friable que no ofrece resistencia 

mecánica; sin embargo, estas características se modifican durante el proceso de 

hidratación, lo que permite obtener como resultado final una matriz porosa, elástica 

y no tóxica (Gallego y col, 2010; Ferrero-Gutierrez y col, 2013), que es muy 

adecuada para el cultivo de células para la regeneración ósea. 

El glutaraldehído también es utilizado por otros grupos en los procesos de 

fabricación de matrices. El grupo de la Dra. Vallet-Regí, lo utiliza para recubrir 

matrices espumosas de HA. Este recubrimiento no afecta a la estructura porosa ni a 

la adhesión celular, pero sin embargo, permite aumentar el tiempo de degradación 

de la matriz sin la generación de productos citotóxicos; lo que aumenta su potencial 

para la regeneración del tejido óseo (Cicuéndez y col, 2011).  

La elección del suero como material de partida nos ha permitido obtener matrices 

biocompatibles, ya que se pueden realizar de forma autóloga, lo que elimina el 

riesgo de repuesta inmune. El entrecruzamiento de las proteínas del suero con el 

glutaraldehído forma una estructura esponjosa estable y de fácil manejo, que 

mejora las propiedades mecánicas de las matrices realizadas con PRP y fibrina. 

La elección del biomaterial para la fabricación de la matriz es muy importante 

porque determina las propiedades mecánicas y su comportamiento de degradación. 

Además, el material es el que condiciona las propiedades de superficie de la matriz, 

de gran importancia para las interacciones biológicas (proteínas y péptidos de
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adhesión, adhesión celular, migración, proliferación y diferenciación) (Hutmacher y 

col, 2007). En este estudio, la naturaleza proteica de la matriz aporta las señales 

necesarias para facilitar el anclaje celular a la superficie de la misma, su distribución 

y diferenciación; ya que el suero además de la albúmina, posee otro tipo de 

proteínas globulares (alfa, beta y gamma-globulinas) y de adhesión (fibronectina y 

vitronectina) que actúan como moléculas de adhesión celular y por lo tanto 

aumentan las características osteoconductivas de la matriz generada (Jimi y col, 

2012). 

La porosidad es un punto crítico a la hora de generar matrices tridimensionales 

porque debe permitir la distribución de las células en su interior. El tamaño de poro 

óptimo para que esto ocurra es un tema de debate en muchos estudios. El grupo de 

Burg (2000) estableció un tamaño de poro ideal para la ingeniería tisular de hueso 

entre 200 y 400 µm, ya que una osteona mide alrededor de 223 µm. Sin embargo, 

otros autores como Tortolini y col (2010) establecen que el tamaño de poro óptimo 

oscila entre 100 y 500 µm, ya que una célula humana tiene un tamaño aproximado 

entre 10 y 100 µm y la porosidad de la matriz debe permitir la penetración de las 

células, su distribución e intercomunicación y la síntesis de matriz extracelular. Un 

tamaño de poro pequeño (<38 µm) haría que las células formaran un revestimiento 

multilaminar en la superficie de la matriz (Zeltinger y col, 2001), sin penetrar en la 

misma. Por lo tanto, la porosidad es crítica, porque además de la distribución 

celular, es importante para permitir la neovascularización a partir de los tejidos 

adyacentes una vez que el bioimplante sea injertado. En este punto, se recomienda 

un tamaño de poro > 300 µm para permitir que la vascularización del injerto sea 

suficiente (Hutmacher y col, 2007).  

Las diferentes técnicas de fabricación son claves a la hora de fabricar matrices 

porosas. En la fabricación de matrices con fases de congelación, la temperatura es 

esencial, ya que esta influye en el tamaño de los cristales de hielo formados que 

son los que van a determinar el tamaño de poro de la estructura final. A menor 

temperatura de congelación la cristalización es más rápida y homogénea, por lo que 

se generan matrices con un tamaño de poro menor y una distribución más 

homogénea de los mismos (O´Brien y col, 2004; O´Brien y col, 2005). En este 

punto, destacan las técnicas recientes de prototipado rápido permiten generar un 

gradiente de tamaño de poro lo que mejora la eficacia de la siembra celular y 

permite una distribución más homogénea (Sobral y col, 2011).   
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La matriz desarrollada en este trabajo lleva una fase de congelación a -80ºC, lo que 

nos permite obtener una distribución homogénea de los poros con un tamaño entre 

150 y 300 µm (Figura 42). Este tamaño de poro permite la penetración celular y su 

proliferación como hemos comprobado con los estudios realizados “in Vitro” y 

aunque los poros se podrían considerar mas bien pequeños para permitir la 

neovascularización, los estudios “in Vivo” demuestran la existencia de elementos 

vasculares en los injertos realizados, por lo que el tamaño de poro de la matriz 

fabricada en este trabajo permite la vascularización del nuevo tejido, lo que 

favorece la formación de tejido óseo (Kanczler y col, 2008). 

La última característica a tener en cuenta en la elección del material para preparar 

la matriz es la biodegradabilidad. La matriz debe degradarse progresivamente 

mientras es sustituida por el nuevo tejido formado, además los compuestos 

generados durante la degradación deber ser fácilmente eliminados por el cuerpo y 

no generar toxicidad (Freyman y col, 2001). En este caso, al ser una matriz de 

naturaleza proteica se degrada sin generar compuestos tóxicos. 

 

 

Figura 42: Imagen de microscopia electrónica de barrido de la matriz  
porosa donde se puede ver el tamaño de poro. 
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La realización de la matriz bajo normativa GMP ha sido el punto más crítico, ya que 

el proceso de liofilización no se puede realizar dentro de un ambiente controlado 

como el de la Sala Blanca. Ante este problema, hemos establecido una sala de 

liofilización en una zona anexa para realizar las manipulaciones de la matriz. Esta 

sala se compone de una cabina de ambiente A en una sala limpia de ambiente no 

controlado. En cada una de las fases de elaboración de la matriz se realizan los 

mismos controles de calidad que en la sala de producción: ambiente, personal y 

producto. La única diferencia es que no se realiza la monitorización de partículas, 

ya que en la sala de producción se trabaja en ambiente grado A rodeado de B y en 

la sala de liofilización tenemos grado A rodeado de un ambiente no clasificado. El 

control del personal se realiza igual en ambas salas, mediante la toma de una 

muestra de impresión de guantes al final de cada fase. 

Además de los controles de ambiente y personal realizados en todas las fases del 

proceso, se establecieron cuatro controles de calidad al producto fabricado (matriz). 

El primer control se realiza en el material de partida previamente analizado 

mediante una serología para la determinación de VIH, Hepatitis B, C y sífilis. En 

este punto nosotros solo realizamos análisis microbiológicos para determinar la 

presencia/ausencia de microorganismos aerobios, anaerobios y micoplasma. 

Posteriormente, se realizan dos controles a la matriz en diferentes puntos de la 

fabricación: matriz liofilizada y matriz hidratada; en ambos puntos se realiza un 

ensayo de esterilidad para detectar la presencia/ausencia de microorganismos 

aerobios y anaerobios. En este punto, la matriz hidratada se mantiene en 

cuarentena hasta que se obtienen los resultados de control de calidad. Si los 

resultados en los controles realizados son negativos, consideramos que la matriz 

hidratada es un producto estéril y en este momento se introduce en la sala de 

producción de la UPC. El análisis final se realiza en el último lavado de la matriz 

antes de sembrar las células MSV-H para la fabricación del bioimplante. Este punto 

de control se realiza dentro de la sala de producción y se analiza de nuevo la 

presencia/ausencia de microorganismos aerobios, anaerobios y micoplasma. 

El protocolo de fabricación de la matriz tridimensional en la sala de liofilización y los 

controles de calidad establecidos han sido validados y autorizados por la AEMPS 

antes de iniciar el ensayo clínico, lo que nos permite fabricar una matriz con calidad 

según normas GMP apta para su aplicación clínica. 
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1.3. CULTIVO DEL BIOIMPLANTE “BIOMAX” 

La ingeniería tisular tiene dos desafíos a la hora de generar un bioimplante: un 

sembrado homogéneo de las células y una matriz porosa para la difusión de 

nutrientes y oxígeno en su interior, lo que permite la proliferación celular y la 

formación de nuevo tejido (Melches y col, 2010). En este punto es muy importante 

la arquitectura de la matriz tridimensional, que debe mimetizar la estructura de la 

matriz extracelular del tejido que se quiere reparar para así facilitar la regeneración 

del mismo, y por lo que hemos visto hasta ahora, la matriz tridimensional fabricada 

en este trabajo presenta características prometedoras para la regeneración del 

tejido óseo.  

La distribución de las células en el interior del material poroso es crítica para 

determinar el éxito o fracaso de un bioimplante en ingeniería tisular. La 

homogeneidad de las células en este punto se consigue mediante un sembrado 

dinámico que permite la penetración de las mismas desde la periferia donde se 

realiza el sembrado hasta el interior de la matriz (Burg y col, 2000). Las técnicas de 

cultivo estáticas solo permiten la penetración de las células en las zonas 

superficiales de la matriz, dejando el interior de la misma acelular. 

Actualmente existen diferentes técnicas de sembrado dinámico. Goldstein y col 

(2001) muestran una mejor distribución de las células en matrices esponjosas con 

vasos rotacionales o mediante un sistema de flujo. Godbey y col (2004) sin 

embargo, siembran las células mediante una centrifugación a 40 rpm durante 24 

horas, lo que permite la penetración de las células en las matrices cilíndricas, pero 

esta técnica solo ha resultado efectiva cuando utilizaban suspensiones de baja 

concentración celular. Li y col (2007) aplican ondas acústicas en la superficie del 

cultivo que conducen una suspensión celular hacia el interior de una matriz porosa, 

lo que permite la distribución uniforme de las células por la matriz. Y el grupo de 

Nieponice (2008) desarrolló un dispositivo de siembra rotacional en vacío que 

permite una rápida penetración de las células en matrices tubulares.  

Los problemas de difusión de las células dentro de las matrices porosas, hace que 

nos planteemos un sistema de sembrado dinámico. Por eso, en este trabajo, la 

siembra de las MSV-H en la matriz tridimensional para la fabricación del bioimplante  
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“Biomax” se realizó mediante agitación continua durante 24 horas. Pasado este 

tiempo, se voltea la matriz y se deja 3 horas más en agitación antes de iniciar el 

cultivo de diferenciación. Este sistema de sembrado ha permitido una distribución 

homogénea de las células en la matriz. El grosor del bioimplante generado (3 mm) 

no nos permite profundizar cuando realizamos el seguimiento del cultivo con el 

microscopio de contraste de fases, por lo que es difícil verificar la distribución 

celular dentro del mismo. Sin embargo, como realizamos el volteo de la matriz 

sembrada antes de iniciar el cultivo de diferenciación, lo que comprobamos es que 

las células se han distribuido en toda la profundidad del bioimplante. 

Además de la dificultad para verificar la difusión de las células en la matriz, los 

cultivos 3D en terapia avanzada, presentan la dificultad de conocer la dosis exacta 

de células que contiene la matriz. En este punto, no podemos determinar el número 

exacto de MSV-H que forman parte del medicamento bioimplante “Biomax”. La 

concentración celular estipulada en el bioimplante es de 5 a 10x106 células por 

disco. Ante la dificultad de conocer la dosis celular exacta hemos sembrado 

aproximadamente 10x106 células en 21 de los 27 bioimplantes generados, ya que 

en dos pacientes tratados con 3 bioimplantes cada uno, no se ha obtenido el 

rendimiento celular esperado. De esta forma, considerando que las pérdidas 

celulares durante el proceso de sembrado son aproximadas en todos los 

bioimplantes por la repetitividad del mismo, no podemos determinar el número 

exacto de células pero podemos estimar que todos presentan una concentración 

celular similar. 

Los bioimplantes generados para la reconstrucción de tejido óseo, pueden 

presentar MSC diferenciadas o indeferenciadas, pero la mejor opción es utilizar 

células diferenciadas aunque esto supone un mayor tiempo de cultivo 

(Mohamadreza y col, 2011). Este punto lo hemos podido confirmar en los ensayos 

animales realizados “in Vivo” en defectos críticos mandibulares, donde de los 4 

grupos experimentales los mejores resultados se obtuvieron en el grupo que se 

implanto matriz con células diferenciadas durante 21 días en medio osteogénico.  

Es sabido que las condiciones ambientales del cultivo permiten que las MSC se 

diferencien hacia un fenotipo determinado debido a la plasticidad que poseen, así, 

la utilización de estimulaciones mecánicas hace que las células se diferencien hacia 

células de músculo liso (Nieponice y col, 2006). Por otro lado; las condiciones de 
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hipoxia permiten la diferenciación hacia linaje condrogénico (Cao y col, 2015). 

Fianlemte, la utilización de medios condicionados con diferentes morfógenos 

también permite la diferenciación de las MSC hacia un tipo celular determinado. Por 

ejemplo, la suplementación del medio con dexametasona, indometacina e insulina, 

condicionan las MSC hacia una diferenciación adipogénica (Linero y col, 2014). 

En este trabajo se mantiene el bioimplante durante 21-30 días con un medio 

condicionado de diferenciación osteogénica, suplementado con dexametasona, L-

Ascorbato y β-glicerol fosfato. La dexametasona permite la diferenciación de las 

MSC en cultivo; el ascorbato aumenta los depósitos de colágeno en la matriz 

extracelular y el β-glicerol fosfato juega un papel importante en la mineralización de 

la misma (Mohamadreza y col, 2011), por lo que los tres morfógenos son 

esenciales para la diferenciación hacia tejido óseo como hemos visto en el punto 

1.1. Por lo tanto, el cultivo del bioimplante en este medio permite la diferenciación 

de las MSV-H incluidas en la matriz hacia un linaje osteogénico. Ante la dificultad 

de verificar la diferenciación de las células en el bioimplante para aplicación clínica, 

esta se comprobó mediante el control de calidad de producto terminado que se 

realiza en 50.000 células MSV-H sembradas en un pocillo en el mismo momento 

que se incluyen en la matriz tridimensional y con el mismo medio condicionado. 

Ambos (bioimplante y células) se mantienen en cultivo de forma paralela, el mismo 

periodo de tiempo y una vez finalizado el cultivo de los bioimplantes, se analiza la 

presencia de fosfatasa alcalina en el cultivo paralelo. 

El resultado positivo obtenido en la expresión de fosfatasa alcalina en estos cultivos 

paralelos nos permite afirmar que las células MSV-H incluidas en el bioimplante han 

iniciado la diferenciación hacia linaje osteogénico de forma similar, ya que una vez 

que las células MSC inician su diferenciación hacia osteoblastos, comienzan a 

expresar componentes del hueso entre los que destacan: fosfatasa alcalina, 

colágeno, osteocalcina y osteonectina; y como hemos visto, la fosfatasa alcalina es 

un marcador expresión temprana en la diferenciación osteogénica. 

El bioimplante “BIOMAX” ha sido desarrollado en su totalidad bajo normativa GMP 

en la UPC del IBGM, por lo que puede ser utilizado como medicamento en 

investigación clínica. Además, el origen autólogo de todos sus componentes (matriz 

y células) hace que se eviten todo tipo de respuesta inmunológica y la presencia de 
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células mesenquimales prediferenciadas hacia linaje osteogénico favorece la 

regeneración del tejido óseo, por lo que puede ser un buen candidato para la 

ingeniería tisular ósea. 

2. ESTUDIOS PRECLÍNICOS  

Los estudios preclínicos constituyen una etapa crucial en el desarrollo de nuevos 

medicamentos, y actualmente constituyen un cuello de botella en el desarrollo 

farmacéutico, concretamente para el paso del producto de laboratorio a la fase de 

medicamento de aplicación clínica.  

El objetivo de la fase preclínica es estudiar la eficacia y seguridad del medicamento 

en sistemas celulares “in Vitro” y/o en animales “in Vivo”. Además, el desarrollo de 

esta es un requisito indispensable para obtener la autorización de las entidades 

reguladoras para realizar un ensayo clínico. 

La disponibilidad de cultivos celulares permite el desarrollo de modelos “in Vitro”, 

pero son una simplificación de lo que ocurre realmente en el ser vivo y ofrecen una 

información limitada. Esto hace necesario la realización de estudios “in Vivo” en un 

modelo animal que nos permita extrapolar los resultados al hombre, y así, poder dar 

el paso de la investigación a la clínica. 

 

2.1. ESTUDIOS “IN VITRO” 

Los estudios “in Vitro” nos han permitido perfeccionar el cultivo de explantes de 

hueso mandibular para la obtención de MSV-H y comprobar la eficacia de adhesión 

de las mismas a la matriz tridimensional. El primer paso ha sido la obtención de 

las células mesenquimales a partir de los explantes de hueso mandibular, con los 

problemas de contaminación inicial que presentaba la muestra. El mantenimiento 

de las condiciones de cultivo “in Vitro” es esencial para el proceso de expansión, ya 

que cuando las células se expanden en condiciones inapropiadas pierden la 

capacidad de proliferación y el potencial de diferenciación, lo que las hace 

inadecuadas para su utilización en terapias celulares. En este caso, el cultivo se ha 

realizado en condiciones controladas a 37ºC y el 5% de CO2, y una vez superados 

los problemas de contaminación inicial mediante la combinación de antibióticos 

(P/E), el periodo de cuarentena con la renovación del medio de cultivo cada 48
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horas y el trabajo en condiciones de esterilidad, se ha realizado la expansión de las 

células sin inconvenientes lo que permitió su proliferación sin perder la capacidad 

de diferenciación. 

El segundo paso, ha sido la producción de la matriz tridimensional. La materia 

prima elegida para realizarla fué suero humano, que además de la albúmina 

entrecruzada con glutaraldehido para la fabricación de la matriz porosa, posee otras 

proteínas que facilitan la adhesión celular (Jimi y col, 2012). Las imágenes de 

microscopia de electrónica de barrido nos permitieron comprobar la porosidad de la 

matriz, la adhesión de las células a la misma y que la siembra en agitación continúa 

permitía la distribución de las células en el interior de la matriz de una forma 

homogénea.  

Finalmente, hemos comprobado que las células incluidas en la matriz son capaces 

de diferenciarse hacia linaje osteoblástico cuando se mantienen en un medio 

condicionado, es decir, minimizan los procesos de duplicación realizados en la fase 

expansión para empezar a realizar funciones específicas del tejido al que se van a 

diferenciar, en este caso, tejido óseo. Este estudio se realizó mediante histología 

con tinciones Von Kossa. Esta tinción sustituye los depósitos intracelulares de 

calcio por plata, que al ser expuesta a la luz se oxida y se vuelve de color negro, lo 

que permite observar los frentes de osificación. Los resultados obtenidos en la 

tinción Von Kossa son células adheridas a la matriz con una granulación intracelular 

teñida de negro, lo que nos indica, que las células presentan depósitos de calcio, y 

por lo tanto han iniciado la diferenciación hacia linaje osteoblástico. 

Una vez desarrollado el bioimplante “in Vitro” (matriz tridimensional y células MSV-

H) y comprobado que las células crecen y se diferencian en su interior, pasamos a 

realizar estudios en animales para comprobar su comportamiento “in Vivo”. 

 

2.2. ESTUDIOS “IN VIVO” 

El desarrollo de esta fase experimental es fundamental para la obtención de los 

resultados esperados. En nuestro caso, encaminamos la investigación a la 

reparación de pequeños defectos óseos. El estudio de la reparación de un defecto 

óseo es importante en cirugía ortopédica y odontológica. Los defectos óseos 

pueden ser de tamaño crítico (no se reparan espontáneamente) o de tamaño no 

crítico (se reparan espontáneamente), sin embargo, es necesario realizar estudios 

para inducir la reparación completa en ambos tipos de defectos (Hernández-Flores 

y col, 2001). Así que enfocamos la regeneración al terreno de la cirugía
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oral y maxilofacial donde nos encontramos con defectos óseos provocados por 

diferentes causas (traumatismos, tumores, etc.) que constituyen un reto terapéutico 

importante, ya que precisan una reconstrucción que garantice un adecuado 

resultado estético y funcional (Pérez Cardigal y col, 2008). Además, el hecho de 

que el hueso mandibular este sometido a un estrés mecánico continuo, lo hace 

doblemente interesante en el campo de la regeneración ósea. 

La utilización de animales de experimentación ha sido de gran controversia por los 

aspectos éticos y morales que lleva su empleo en investigación. Sin embargo, el 

animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las ciencias 

biomédicas utilizado como modelo para investigar y comprender las causas, 

diagnóstico y tratamiento de enfermedades que afectan al humano. Sus 

aportaciones en la docencia biológica y en el desarrollo, producción y control de 

medicamentos y alimentos, los hacen insustituibles en el campo de la investigación 

médica (Hernández, 2006). 

El ratón y la rata son los animales más utilizados en investigación al tratarse de un 

mamífero; una gran parte de sus procesos bioquímicos son similares al hombre, 

además, tiene corto tiempo generacional (19-21 días), presenta una elevada tasa 

reproductiva y es de fácil mantenimiento. Sin embargo, actualmente se están 

desarrollado y perfeccionando una gran variedad de modelos animales 

transgénicos que permiten construir modelos genéticos de enfermedades humanas 

de gran interés en el campo de la biomedicina. La elección de la rata para los 

experimentos “in Vivo” como receptor tiene la ventaja de que presenta un defecto 

crítico mandibular claramente definido (Kaban y col, 1979 y 1981) y además, el 

equipo clínico quirúrgico tiene amplia experiencia con estos animales. Por otro lado, 

la elección del material humano como donante se ha realizado para reducir a la 

diferencia temporal que existe entre la obtención del bioimplante (células y matriz) 

“in Vitro” y su posible aplicación “in Vivo”, que sería aproximadamente de 8 

semanas si realizamos el bioimplante autólogo. De esta forma, también se evita la 

doble cirugía en los animales, una para la obtención de las muestras de hueso y 

sangre y la otra para la aplicación del bioimplante. En nuestro caso, tenemos una 

disponibilidad continua de muestras de hueso de origen humano en el servicio de 

cirugía máxilofacial para la obtención de MSV-H humanas. Este hecho, junto con el 

suministro continuo de suero a partir de un banco de sangre (CCST de Asturias)



DISCUSIÓN 

140 
 

 

para la elaboración de la matriz, permiten que la bioingeniería pueda ser realizada 

previamente a ser implantada en el animal. Además, está la comodidad de 

continuar con el protocolo de fabricación del bioimplante previamente establecido 

en los ensayos “in Vitro”. Todas estas razones hacen que nos decantemos por 

utilizar un xenoinjerto formado por células y matriz de origen humano. 

El empleo de células y matriz de origen humano sin embargo, nos obliga a emplear 

un modelo de animal de investigación inmunodeprimido (ratas atímicas rnu/rnu y 

ratones nu/nu), para evitar problemas de inmunocompatibilidad que puedan 

interferir en el estudio, por lo que empleamos ratones y ratas atímicas como 

receptores. En este punto, realizamos injertos heterotópicos en una zona 

anatómicamente diferente al tejido que queremos reparar, en este caso el tejido 

óseo. Estos injertos nos ofrecen información de la capacidad del bioimplante 

“Biomax” para la formación de hueso ectópico y para evaluar si se produce 

vascularización en el bioimplante una vez injertado. Estos estudios se realizan con 

injertos en el dorso de ratón y en la zona inguinal de las ratas.  Además, realizamos 

injertos ortotópicos en defectos críticos mandibulares en ratas para comprobar la 

capacidad del bioimplante para la regeneración ósea.  En ambos casos se han 

utilizado animales inmunodeprimidos.  

Los estudios “in Vivo” nos han permitido comprobar que la matriz tridimensional 

diseñada mediante ingeniería tisular posee las características esenciales de 

biocompatibilidad, porosidad, propiedades de superficie, osteoinductividad, 

propiedades mecánicas y biodegradabilidad (Salgado y col, 2004), para ser una 

matriz ideal; y si estas propiedades se mantienen cuando se vehiculiza a las células 

MSV-H formando el bioimplante. 

En cuanto a la aplicación clínica, la matriz desarrollada en este trabajo a partir de 

suero humano, tiene una naturaleza proteica que le facilita la integración en el 

organismo receptor; ya que existe un contacto directo entre el hueso vivo y el 

material implantado (Albrektsson y col, 1981; Albrektsson y col, 2001). Además, la 

posibilidad de poder fabricarse de forma autóloga a partir de una muestra de sangre 

del paciente evita todo tipo de respuesta inmunológica. Por otro lado, las células 

MSV-H que forman el bioimplante cuando se siembran en la matriz, también son de 
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origen autólogo, por lo que el bioimplante tampoco es inmunogénico, lo que evita el 

rechazo del injerto. En este aspecto, el bioimplante que hemos generado es 

totalmente biocompatible.  

La porosidad de la matriz es de gran importancia para la penetración celular y la 

distribución de las mismas en el bioimplante. Además, el tamaño del poro debe 

permitir la neovascularización a partir del tejido adyacente al injerto.  

Los injertos en forma de partículas o en esponjas facilitan la penetración de los 

vasos sanguíneos, transformándose en un proceso de reparación más rápida que 

los injertos en forma de bloque, ya que la estructura cortical del bloque es una 

barrera física para la penetración de las células y para la formación de vasos 

sanguíneos a partir del tejido receptor (Chaves Netto y col, 2009). 

El tamaño de poro es un tema que se discute mucho. La matriz desarrollada tiene 

una estructura esponjosa con poros intercomunicados de 100 a 300 µm. El tamaño 

y distribución de los poros de la matriz permiten la penetración de las células MSV-

H sembradas con un proceso de agitación continua. Además, el estudio histológico 

en fase animal de los injertos heterotópicos realizados en la zona inguinal de las 

ratas atímicas nos permitió observar unas estructuras altamente organizadas que 

cuando se han contrateñido con Giemsa, nos ha permitido deducir que son vasos 

que se han formado en el injerto. Con estos resultados, concluimos que el 

bioimplante desarrollado permite la neovascularización a partir de los tejidos del 

receptor, ya que la formación de vasos en los injertos ocurre de forma centrípeta, es 

decir, se realiza desde la periferia hacia el centro del defecto (Chaves Netto y col, 

2009). El desarrollo del lecho vascular de los implantes es muy importante, ya que 

permite el correcto aporte de nutrientes y oxígeno a las células, lo que facilita la 

formación del nuevo tejido óseo. Sin embargo, los injertos que no se vascularizan 

se necrosan con el tiempo, ya que la ausencia de nutrientes y oxígeno genera la 

muerte celular y por consiguiente, la necrosis del injerto realizado (Kawamura y col, 

2006). El bioimplante “Biomax” estudiado se ha vascularizado en los estudios 

animales “in Vivo”, lo que nos permite concluir que la porosidad del mismo es 

adecuada para la penetración y distribución de las células en su interior, y para la 

formación de un nuevo lecho vascular a partir de los tejidos adyacentes al injerto 

(Gallego y col, 2010). 
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La naturaleza proteica de la matriz, que compone el bioimplante desarrollado en 

este trabajo, facilita la adhesión celular. El suero utilizado como fuente de albúmina 

para fabricar la matriz presentan otras proteínas de adhesión como la fibronectina 

y vitronectina que actúan como moléculas de adhesión celular (Jimi y col, 2012). 

La fibronectina es una glicoproteína presente en la matriz extracelular de la mayoría 

de los tejidos celulares, donde se encuentra en una forma insoluble. Sin embargo, 

en el plasma y el suero es soluble y circula por la sangre aumentando la 

coagulación, la cicatrización y la fagocitosis. Presenta una estructura con dominios 

de unión a colágeno, a algunos proteoglicanos, a glicosaminoglicanos, a fibrina, a 

heparia y a proteínas de la membrana plasmática celular como las integrinas. Por lo 

tanto, establece uniones entre moléculas de la matriz extracelular y entre moléculas 

de las células con la matriz extracelular. La fibronectina desempeña un papel 

importante en la adhesión de las células a la matriz y actúa como guía de las 

migraciones celulares que tiene lugar en los embriones de los vertebrados (Lucena 

y col, 2007). La vitronectina es una glicoproteína abundante en el suero y la matriz 

extracelular. Esta proteína promueve la adhesión celular porque contiene una 

secuencia RGD (Arg-Gly-Asp) que es un sitio de unión para las integrinas presentes 

en la membrana celular. El receptor de vitronectina sirve para anclar las células a la 

matriz extracelular (Castillo y col, 2005).  

Por las características de estas proteínas presentes en la matriz, las células 

interaccionan con sus receptores y se adhieren a la misma formando el bioimplante. 

Además, en este punto, la naturaleza proteica de la matriz y su estructura porosa 

facilita la colonización por células de los tejidos adyacentes, las estimula para la 

formación de nuevo tejido y permite el crecimiento del hueso en su superficie y/o en 

su interior a través de los poros interconectados (Albrektsson y col, 2001), por lo 

que el bioimplante generado es osteoconductivo y osteoinductivo. 

El tejido óseo de nueva formación puede generarse a partir de las células 

indiferencidas o preosteoblastos reclutados de los tejidos adyacentes del receptor o 

a partir de las células MSV-H incluidas en la matriz. La formación de hueso en un 

ambiente no condicionado como es el dorso de ratón, se debe a las células
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incluidas en el bioimplante como hemos comprobado con los estudios histológicos 

realizados con vimentina y osteocalcina humana. Sin embargo, en los defectos 

críticos mandibulares la formación del nuevo tejido, en un ambiente condicionado, 

se puede deber a las células MSV-H incluidas en el bioimplante y/o a la 

diferenciación de las células del hueso receptor, porque como hemos observado en 

los estudios radiológicos, la densidad ósea es mayor en la periferia que en la zona 

central del defecto. Estos resultados nos indican que la zona interior del bioimplante 

presenta más limitaciones para los depósitos minerales que van a formar parte de 

matriz extracelular del hueso, lo que sugiere que en la fase inicial de la 

regeneración del defecto generado participan las células derivadas del periostio. El 

grupo de Oest (2007) han obtenido estos mismos resultados con matrices de Poli 

(L-láctico-co-D, L-láctico) (PLDL). Sin embargo, por otro lado, Kim y col (2012) en 

sus trabajos realizados con una matriz dérmica acelular sola o combinada con MSC 

de tejido adiposo, obtiene una formación de hueso significativamente mayor a las 

cuatro semanas con matrices conteniendo células, mientras que en los resultados a 

las 8 semanas no aparecen diferencias significativas. Hay incluso una ligera 

desigualdad a favor del grupo que presentaba matriz sola. Estos resultados los 

podríamos extrapolar y pensar que las células incluidas en el bioimplante participan 

en la formación de hueso inicialmente (Schönmeyr y col, 2009), pero a medida que 

el injerto se vasculariza y es colonizado por nuevas células osteogénicas, la 

formación de hueso se debe también a la acción de las células del receptor. Sin 

embargo, en el trabajo de Gallego y col (2010), los injertos realizados en rata con 

un bioimplante formado por la matriz de suero con células diferenciadas hacia linaje 

osteogénico y analizados a las 11 semanas de la cirugía, muestran expresión de 

vimentina humana dentro y alrededor del bioimplante, con elevada expresión 

alrededor del hueso de nueva formación (Figura 43). Estos resultados nos indican 

que la formación del nuevo tejido se debe a la actividad de las células del donante, 

ya que las células del receptor, en este caso la rata, no muestran actividad para 

este marcador. Sin embargo, como no se ha realizado un marcador de actividad 

osteogénica característico de células de rata, no podemos descartar que las células 

receptoras participen en la regeneración del defecto.  
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Figura 43. Expresión de vimentina humana en bioimplantes a las 11 semanas de 
la cirugía, es evidente dentro y alrededor del bioimplante (200X). (Gallego y col, 

2010) 

 

Por otro lado, la formación de hueso en los injertos heterotópicos nos sugiere que la 

matriz aporta estímulos para la transformación de las células mesenquimales 

presentes en el bioimplante hacia células osteoformadoras y así generar nuevo 

tejido óseo. Estos estímulos pueden ser físicos, como el estrés mecánico y/o algún 

tipo de señal eléctrica (Deallera, 1981), o químicos como son los factores de 

crecimiento que se unen a las células mediante receptores específicos y son 

capaces de inducir, estimular y fomentar su multiplicación cuando existe una lesión 

y así reparar el tejido dañado. 

Los factores de crecimiento son proteínas solubles producidas y secretadas por las 

células del organismo, aunque se encuentran en mayor proporción en los gránulos 

alfa de las plaquetas, en los macrófagos y en el plasma o suero sanguíneo. Entre 

estos factores destacan las BMPs, que son proteínas formadas por dos cadenas 

polipeptidicas idénticas que pertenecen a la familia de los factores de crecimiento 

transformantes TGF-β. Esta es una superfamilia de proteínas relacionadas con la 

condrogénesis, osteogénesis y la inducción de tejido conjuntivo. Las BMPs se 

caracterizan principalmente por su inmenso potencial osteoinductivo, ya que son 

capaces de promover la formación de hueso nuevo mediante la estimulación de las 

células osteoprogenitoras para diferenciarse en osteoblastos (Pulido y col, 2013).  
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En este punto, los resultados de los ensayos comparativos entre matriz sola, matriz 

sembrada con células cultivadas 1 día y matriz con células diferenciadas durante 21 

días, no muestran diferencias significativas en cuanto a la reparación del defecto, 

por lo que nos confirman que las propiedades osteoinductivas de la matriz se 

mantienen en el bioimplante.  

Es esencial que las matrices porosas combinadas con células MSC presenten un 

equilibrio entre las propiedades mecánicas y la compatibilidad biológica para que 

puedan ser empleadas en ingeniería tisular ósea. Estas matrices deben presentar 

propiedades mecánicas como el módulo de elasticidad, la resistencia a la tracción, 

a la fractura, a la fatiga y el porcentaje de elongación, lo más similar posible al tejido 

que reemplaza, para evitar la osteopenia asociada al uso de implantes óseos 

(Velasco-Peña 2010). 

Los resultados obtenidos en los ensayos “in Vivo” no presentan disminución de la 

densidad ósea en ningún caso, por lo que podemos concluir que la matriz 

esponjosa diseñada tiene propiedades mecánicas similares al tejido óseo y 

mantiene su forma general y la silueta después de la colocación, ya que no precisa 

ningún tipo de fijación para permanecer en el defecto generado (Gallego y col, 

2010). 

Finalmente, para que el bioimplante formado cumpla las características para ser 

ideal, debería ser biodegradable, y en este punto, la naturaleza proteica de la 

matriz hace que esta se degrade de forma paulatina a medida que se forma el 

nuevo tejido, observando en los estudios histológicos restos de matriz rodeada del 

tejido de nueva formación. Las proteínas del suero actúan como agentes 

quimiotácticos que atraen a los macrófagos para su degradación, al igual que 

ocurre con los adhesivos biológicos (Rábago Torre y col, 2009; Celis y col, 2014). 

Además, al ser de origen natural, los productos de la degradación no son tóxicos y 

se eliminan fácilmente. 

Los animales toleraron el procedimiento quirúrgico sin complicaciones. Además, 

el bioimplante generado se considera biocompatible y de buena tolerancia desde el 

punto de vista clínico, ya que no tuvo problemas en cuanto a su comportamiento 
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biológico. Estos puntos, junto con los resultados de los estudios preclínicos nos 

permiten concluir que el bioimplante generado por la combinación la matriz 

tridimensional de suero entrecruzado con células MSV-H diferenciadas es una 

buena alternativa para la regeneración ósea, lo que nos impulsó a realizar el salto 

de la investigación al hombre mediante el desarrollo de un ensayo clínico. 

 

2.3. DISEÑO ENSAYO CLINICO 

El bioimplante “Biomax”, es un medicamento de ingeniería tisular. Efectivamente, 

según el Reglamento (CE) nº 1394/2007 del Parlamento Europeo y del Consejo del 

13 de noviembre de 2007 se entiende como medicamento de ingeniería tisular 

aquel que contiene o está formado por células o tejidos manipulados por ingeniería, 

y que tiene propiedades para regenerar, restaurar o reemplazar un tejido humano. 

Además, puede contener células o tejidos de origen humano, animal o ambos, y las 

células pueden ser viables o no. 

En nuestro caso, el bioimplante “Biomax” está formado por una matriz de estructura 

porosa y células MSV-H viables aisladas de hueso esponjoso mandibular. Como 

hemos visto, la matriz aporta un soporte que guía a las células en su crecimiento y 

diferenciación para la regeneración tridimensional de los tejidos (Yang y col, 2001). 

El adecuado diseño del ensayo clínico (EC) es fundamental para el buen desarrollo 

del mismo (Lazcano-Ponce y col, 2004). Todo EC debe estar justificado y orientado 

hacia un objetivo principal, correctamente definido y basado en una hipótesis previa 

(Sacristán y col, 1993) y deben realizarse bajo planteamientos científicos y 

metodológicos correctos que aseguren la validez de los resultados. Estos serán 

utilizados para avalar el registro de comercialización del medicamento y servirán en 

muchos casos como evidencia científica para apoyar la toma de decisiones 

terapéuticas en la práctica asistencial (Idoate & Idoipe). El desarrollo de nuevos 

fármacos, desde los primeros estudios en animales, hasta su comercialización, 

sigue una serie de etapas en las que el ensayo clínico juega un papel muy 

importante. La duración del proceso completo es variable, pero el tiempo medio que 

se tarda en comercializar un nuevo medicamento es de mas de 10 años (Figura 

44). 
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Figura 44. Fases en el desarrollo de un nuevo medicamento (Idoate & Idoipe) 

 

Se ha desarrollado aquí un EC en fase I/II, que es el primer paso en la investigación 

de una sustancia o medicamento nuevo en el hombre. Este tipo de ensayos se 

realizan para comprobar que un fármaco o tratamiento nuevo que demostraron ser 

seguros para usarse en animales, también pueden administrarse de manera segura 

en el hombre. Es decir, que proporcionan principalmente información preliminar 

sobre la factibilidad del procedimiento y la seguridad del producto. En esta fase no 

se estudia la eficacia del fármaco, ya que se aplica a un grupo reducido de 

voluntarios, por lo que sólo nos proporcionan información preliminar y nos orientan 

sobre la pauta de administración más apropiada para ensayos posteriores. En este 

caso, la vía de administración del nuevo medicamento tiene que ser la misma que 

vaya a emplearse en el uso clínico posterior, y nunca podrá experimentarse otra vía 

que no haya sido previamente ensayada en animales (Idoate & Idoipe). En nuestro 

caso, la aplicación del bioimplante se realiza buscando la reparación de defectos 

quísticos maxilares, que dan lugar a defectos óseos equivalentes a los generados 

en ratas durante la experimentación “in Vivo”. Además de la seguridad, el desarrollo 

de un EC en fase I nos permite comprobar la factibilidad del mismo, es decir, si 

disponemos de los medios y recursos necesarios para su desarrollo.  
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La razón principal para desarrollar un EC en fase I/II, es la observación del efecto 

que tiene el medicamento a estudio en el organismo, así como el efecto que tiene el 

organismo sobre el medicamento. A pesar de los buenos resultados obtenidos en 

los ensayos preclínicos (laboratorio y animales), no podemos predecir los efectos 

secundarios que este nuevo tratamiento puede tener en los pacientes, ya que no es 

correcto extrapolar directamente los resultados obtenidos en animales. Existen 

diferencias de respuesta entre especies y, además, otras reacciones como cefaleas 

o depresiones son difíciles de determinar en los animales. De aquí que el salto a 

humanos siempre es un riesgo y para poder optar a la solicitud de un EC tiene que 

existir un balance beneficio-riesgo positivo (Hollister, 2009). 

En la traslación de la investigación básica a la clínica, concurren varios factores: 

normas de producción, instalaciones, personal y proceso. El propietario de una 

autorización para fabricar un medicamento de terapia avanzada debe garantizar un 

sistema que asegure que cada producto y sus componentes puedan ser 

examinados durante el proceso de obtención, fabricación, empaquetado, 

almacenado, transporte y entrega; ya sean productos para un EC o para su 

comercialización. La fabricación de estos productos debe realizarse en un marco 

legislativo donde las células, genes y tejidos son considerados medicamentos. Por 

ello se requieren laboratorios específicos de producción de medicamentos de 

terapia celular donde la calidad del aire está controlada mediante una 

monitorización de partículas y de calidad microbiológica, como es la Unidad de 

Producción Celular (UPC) del IBGM. La fabricación de productos de terapia celular 

estériles está sujeta a requisitos especiales para minimizar los riesgos de 

contaminación microbiana, de partículas y de pirógenos (Anexo I NCF). El 

cumplimiento de la normativa GMP asegura que todos los productos autorizados en 

la unión europea se fabrican siguiendo unas normas de calidad y esto es obigatorio 

para todos los laboratorios farmacéuticos fabricantes de la Unión Europea. En este 

punto, la Comisión Europea aprobó dos directivas que establecen principios y 

directrices de buenas prácticas de fabricación (GMP), la Directiva 2003/94/CE, que 

se aplica a medicamentos de uso humano y la Directiva 91/412/CEE para los de 

uso veterinario. 

El EC desarrollado en este trabajo es fase I/II abierto y no controlado, con una 

cohorte de 10 voluntarios que presentaban quistes óseos en la región
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maxilofacial.Se desarrolló en un único centro hospitalario, el HURH de Valladolid, y 

la fabricación del medicamento bioimplante “Biomax” a estudio se realizó en su 

totalidad en la UPC del IBGM bajo normativa GMP. El número reducido de 

pacientes y la participación de un único centro, ha permitido llevar un seguimiento 

mas detallado y reproducible para detectar cualquier signo de reacción adversa. La 

elección de un ensayo abierto, donde tanto el investigador como el sujeto conocen 

el tratamiento, es en este estadio inicial adecuado desde el punto de vista 

psicológico, ya que el paciente tiene total conocimiento del nuevo tratamiento al que 

va a ser sometido, y además, facilita la toma de decisiones durante el proceso de 

selección. Por otro lado, la propuesta de un EC donde no tenemos grupo control, 

simplifica el diseño pues nos permite aumentar la experiencia en la utilización del 

bioimplante, evaluar su seguridad y factibilidad, estudiar los efectos secundarios y 

lo hacen más aceptable desde el punto de vista ético. Sin embargo, en el ensayo no 

controlado es difícil determinar la eficacia del nuevo tratamiento, pero este no es un 

objetivo fundamental del EC fase I/II. 

La puesta en marcha del EC se inició con el desarrollo de toda la documentación 

necesaria y que es muy compleja para la obtención de la autorización por parte de 

las entidades reguladoras. Toda la información preclínica obtenida se incluyó en un 

dossier denominado “Manual del investigador”, que es un punto clave en el 

desarrollo de la documentación necesaria para el EC junto con el protocolo del 

ensayo. El objetivo del manual del investigador es proporcionar al personal que 

participa en el ensayo la información necesaria sobre el medicamento a estudio, 

dosis, forma de administración y procedimientos para monitorizar la seguridad del 

producto (BPC). 

Una vez elaborados todos los documentos necesarios, el primer paso en la 

autorización administrativa del EC es el registro en la base de datos europea, con la 

adjudicación de un número EudraCT. Este número debe ser utilizado para 

identificar todas las solicitudes de ensayos clínicos dentro del Espacio Económico 

Europeo y es necesario también en otros documentos relacionados con el ensayo 

clínico (p.ej. notificaciones de reacciones adversas graves e inesperadas). El 

número EudraCT está formado por Año, un número secuencial de seis dígitos y un 

número de control que permite comprobar de manera automática que el número se 

ha escrito correctamente (AAAA-NNNNNN-CC). El ensayo que nos ocupa es el 

EudraCT 2010-024246-30.  
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El segundo punto es la aprobacióndel protocolo por del Comité Ético en 

Investigación Clínica (CEIC) y la conformidad de la Dirección del centro donde se 

va a realizar el EC. 

El CEIC es el primer eslabón en el procedimiento administrativo de autorización de 

un ensayo clínico con nuevos medicamentos. Está constituido por profesionales 

sanitarios, principalmente médicos asistenciales entre los cuales debe existir un 

farmacéutico del hospital y algún miembro del personal de enfermería. Además, 

debe existir al menos una personal externa al ámbito sanitario, generalmente un 

licenciado en Derecho, ya que evalúan todos los aspectos generales del EC 

(metodológicos, éticos y legales). Una vez obtenida la aprobación del CEIC y la 

conformidad de la Dirección del centro se solicitó la autorización del EC a la 

AEMPS, que autorizó el desarrollo del EC con la asignación de un número al 

producto en fase de investigación clínica (PEI). La AEMPS garantiza que tanto los 

medicamentos de uso humano como los de uso veterinario y los productos 

sanitarios, cosméticos y productos de higiene personal cumplen con estrictos 

criterios de calidad, seguridad, eficacia y correcta información con arreglo a la 

normativa vigente sobre dichas materias en el ámbito estatal y de la Unión Europea. 

Entre sus competencias destacan evaluar, autorizar, modificar, renovar, restringir, 

suspender o revocar la autorización de comercialización de los medicamentos de 

uso humano y veterinario elaborados industrialmente. 

La experiencia del equipo investigador en EC previos, el desarrollo del 

medicamento en la UPC del IBGM, con autorización de la AEMPS para la 

elaboración de productos de terapia avanzada y la utilización de células MSV 

autorizadas previamente con el PEI 10/134, han agilizado los trámites para la 

autorización administrativa del EC desarrollado en este trabajo. La utilización de 

células autólogas para el tratamiento de defectos maxilofacionales es de gran 

aceptación en los EC (Meyer y col, 2006), ya que evita todo tipo de reacción 

inmunológica. Esto también ha facilitado la autorización del EC. 

En un futuro sería deseable poder realizar la terapia celular con células alogénicas. 

Se simplificaría el procedimiento y se abaratarían los costes de producción. El 

mayor inconveniente en la utilización de tratamientos alogénicos, sería la 

posibilidad de rechazo inmunológico. Sin embargo, se ha encontrado que este tipo 

celular evade el reconocimiento antigénico e inhiben las respuestas inmunes de una 

manera no restringida por el sistema HLA, lo que conduce a la tolerancia 
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inmunológica (Aggarwal y col, 2005; Sotiropoulou y col, 2007; Machado y col, 

2013). La fabricación de un bioimplante alogénico es nuestro nuevo objetivo para 

un futuro EC. 

 

3. RESULTADOS DEL ENSAYO CLÍNICO 

El desarrollo del EC actual ha demostrad su factibilidad y seguridad. El único 

incnveniente de entidad ha sido la carga baceriana inicial de las muestras, que se 

ha solucionado con el periodo de cuarentena establecido. No se ha observado 

inflamación, dolor, fiebre o infección,  ni signos de rechazo en ninguno de los 

pacientes intervenidos, lo que nos indica que el medicamento a estudio es seguro 

en esta primera fase de investigación clínica. 

La formación de hueso nuevo para restaurar su función tras un traumatismo, un 

daño o una pérdida es una de las mayores necesidades clínicas y socio-

económicas. En este punto, la ingeniería tisular ósea es la estrategia alternativa del 

siglo XXI, ya que combina las herramientas básicas: matriz, células y factores de 

crecimiento para la reparación o regeneración del tejido dañado (Hutmacher y col, 

2007). Las lesiones quísticas maxilares son de elevada incidencia en el territorio 

maxilo-facial, ya que generan defectos en los maxilares, considerados huesos 

únicos en el esqueleto por su íntima relación con los dientes y las estructuras 

faciales. En principio, el quiste es asintomático, solo se aprecia por procedimientos 

radiográficos; pero su evolución tiene consecuencias importantes como la pérdida 

de hueso y piezas dentarias.  

El tratamiento actual de las lesiones quisticas consiste en la ostectomía, 

enucleación del quiste y el relleno de la cavidad residual con biomateriales 

homólogos, heterólogos o sintéticos. En muchas ocasiones, un defecto no tratado 

con métodos de regeneración ósea (relleno con biomateriales y técnicas de 

regeneración ósea guiada) implica una insuficiente o nula posibilidad de 

rehabilitación protésica fija para el paciente por pérdida de volumen óseo (Velasco-

Peña 2010). Esto supone por ejemplo, la imposibilidad de sustituir las piezas 

dentarias perdidas por implantes. El objetivo actual del tratamiento clínico debe 

asegurar no sólo el de la patología quística subyacente sino el asegurar un criterio 

clínico-radiológico de regeneración del hueso perdido, ya que los defectos óseos 

mandibulares requieren una construcción que garantice no sólo un resultado 

estético sino también el funcional. 
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La biología de la reparación del hueso requiere una señal osteoinductiva, una 

respuesta del huésped, una matriz y un adecuado aporte vascular (Peterson y col, 

2005). El hueso autólogo es el “gold standard” como material de relleno para el 

tratamiento de defectos óseos (Hennessey y col, 2005; Meyer y col, 2006; Infante-

Cossio y col, 2007), ya que es osteoinductivo (libera factores de crecimiento), 

osteogénico (posee células osteoformadoras) y osteoconductivo (permite la 

vascularización) (Dimitriou y col, 2011; Cab Chan, 2014). Sin embargo, la 

morbilidad asociada en la zona donante (Younger y col, 1989) y la limitación de 

cantidad en cuanto a la escasez de zonas donantes, hace que se busquen 

opciones más sencillas, fundamentalmente en el campo de la ingeniería tisular 

donde se encuadraría el bioimplante “Biomax”. 

Durante el desarrollo de un EC el paciente debe ser informado del tipo de 

biomaterial que se va a utilizar para el relleno de la cavidad residual ósea. La 

preferencia de utilizar un tipo de biomaterial u otro depende de la aceptación del 

paciente, experiencia del cirujano y disponibilidad del mismo. Por otra parte, el 

creciente nivel educativo de nuestra población otorga al paciente un papel activo, 

junto con el cirujano, a la hora de decidir las posibilidades reparativas existentes. En 

este punto, existe una la demanda creciente de productos autólogos que minimizan 

la transmisión de enfermedades.  

El bioimplante “Biomax” es fabricado en su totalidad de forma autóloga. Además, la 

conjunción de las células MSC (MSV-H) con los factores osteoinductivos liberados 

por la matriz de suero, está considerado como el método más eficaz para la 

reparación de los defectos óseos. (Peterson y col, 2005). La matriz de suero 

sanguíneo del paciente proporciona un soporte autólogo, totalmente biocompatible, 

reabsorbible y de fácil manejo, en el que las células madre mesenquimales (MSV-

H) cumplen su papel de regeneración y reparación del tejido óseo afectado, lo que 

podría llegar a ser una estrategia exitosa en la búsqueda de una alternativa para la 

regeneración de los defectos quísticos maxilares. Las MSC poseen efectos anti-

apoptóticos, efecto inmunoregulador (Duffy y col, 2011; Motespan y col, 2014) y 

además, estimulan la migración de las células del huésped hacia el interior de la 

matriz, por lo que realizan una acción “indirecta” en la vascularización a partir del 

tejido receptor. Estas características las hace ser esenciales en los procesos de 

ingeniería tisular para la reparación de defectos óseos (Jones y col, 2011). En este 

punto destacamos la utilización de células autólogas (Meyer y col, 2006) a partir de 

una fuente fácilmente accesible, como es el hueso mandibular. 
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El tratamiento de 9 pacientes con el bioimplante “Biomax” como material de relleno 

de las cavidades ósea residuales tras al enucleación del quiste mandibular ha sido 

un tratamiento seguro, ya que no se ha registrado ningún tipo de reacción adversa, 

y además, el bioimplante presentó un buen comportamiento biológico, ya que no 

generó inflamación tras su aplicación. 

El desarrollo de un ensayo no controlado, no nos permite demostrar 

concluyentemente la eficacia del tratamiento, ya que no tenemos  grupo control 

para comparar y calcular la significación estadística. Para paliar en esta parte esta 

deficiencia se ha realizado un estudio comparativo entre la zona afectada por el 

defecto quístico y tratada con el bioimplante y de una zona sana de hueso reticular 

del mismo paciente. En ambos casos se ha determinado la diferencia de densidad 

en la tomografía computerizada en ambas zonas antes y después del tratamiento.  

El grupo experimental (quiste) que ha recibido el tratamiento con el bioimplante 

“Biomax” presenta un aumento de densidad ósea significativo pues el valor final es, 

en promedio, un 252% mayor que el valor obtenido antes del tratamiento, 

estadísticamente significativo (p<0.004; Tabla 15). En todos los pacientes sin 

excepción hay un aumento de densidad, y este aumento de densidad parece mayor 

en los bordes del quiste, aunque esto es difícil de cuantificar. En este punto y por 

razones obvias, no se pueden realizar estudios histológicos en el paciente para 

determinar el origen de las células que participan en la reparación del tejido. 

Además, no sería posible por que, al utilizar de MSV-H autólogas no es posible 

diferenciar entre las células del periostio de las células incluidas en el bioimplante. 

Lo que si puede concluirse es que la utilización del bioimplante como material de 

relleno estimula la formación de tejido óseo que contribuye a la reparación del 

defecto quístico mandibular, bien sea mediado por las células MSV-H del 

bioimplante y/o por la estimulación de las células presentes en el periostio del tejido 

receptor. En las zonas control de hueso reticular no hubo, en promedio, crecimiento 

de hueso, ya que el cociente de densidad ósea después/antes del tratamiento fue 

de 0.99 (Tabla 15). El examen individual de los 9 pacientes muestra que, sólo 

aparece formación de tejido en uno de los nueve pacientes analizados. La 

diferencia entre ambos grupos, experimental (quistes) y control fue muy significativa 

(P<0.001). 
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En resumen, todos los resultados obtenidos nos confirman que el bioimplante 

“Biomax” es un tratamiento prometedor para tratar los defectos quísticos 

mandibulares y, por extensión, las pérdidas de sustancia óseas; ya que como 

hemos visto a lo largo de este trabajo, el bioimplante posee las características para 

ser considerado “ideal”: biocompatible, poroso, osteoinductivo, osteoconductivo, 

con propiedades mecánicas similares al hueso y biodegradable. Además, se puede 

obtener fácilmente de forma autóloga. Aunque hay algunos antecedentes en 

animales, no hemos sido capaces de encontrar antecedentes de tratamientos de 

ingeniería de tejidos similares en humanos. En definitiva, el tratamiento descrito 

aquí puede considerarse novedoso y prometedor para la reparación de defectos 

óseos, ya que favorece la formación de hueso, sin que se hayan registrado 

acontecimientos adversos significativos. Nuestra opinión, sin embargo, es que los 

ensayos deben continuarse y que, en el punto que estamos sería conveniente 

desarrollar un EC fase II controlado, donde podamos valorar directamente la 

eficacia de Biomax en comparación con un tratamiento convencional. Un problema 

serio son los elevados costes de fabricación del bioimplante bajo normativa GMP, lo 

que hace que nos decantemos por un producto de origen alogénico para en el 

nuevo ensayo; de esta forma se facilitaría la logística y se abaratarían los costes de 

fabricación, con lo que aumentaría el número de pacientes susceptibles de utilizar 

este tratamiento. 
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CONCLUSIONES 

Las conclusiones obtenidas durante de este estudio son las siguientes: 

1. Las células MSV-H aisladas a partir de esquirlas de hueso mandibular bajo 

normas de correcta fabricación en la Unidad de Producción Celular del IBGM de 

Valladolid cumplen los principales criterios recomendados por la Sociedad 

internacional de Terapia Celular (ISCT) para identificarlas realmente como 

células mesenquimales. 

2. La matriz tridimensional fabricada a partir de suero autólogo en la sala de 

liofilización de la UPC del IBGM autorizada por la AEMPS tiene la calidad exigida 

por las normas de correcta fabricación (GMP), por lo tanto, permite en asociación 

con las células MSV-H la fabricación del bioimplante “Biomax”, considerado un 

medicamento de ingeniería tisular. 

3. Los resultados obtenidos de los estudios preclínicos “in Vitro” e “in Vivo” nos 

permiten concluir que la combinación de las células MSV-H unidas a la matriz de 

suero entrecuzado y prediferenciadas hacia linaje osteogénico dan lugar a un 

bioimplante biocompatible, seguro y biodegradable. 

4. Estas características “ideales” hacen que Biomax sea una opción prometedora 

para la regeneración ósea, lo que justifica el desarrollo del ensayo clínico en 

humanos. En consecuencia se plantea un ensayo fase I-II, intervencionista, 

abierto, con 10 pacientes que presentan quistes óseos en la región máxilofacial y 

un seguimiento de 12 meses. 

5. Los resultados del ensayo clínico desarrollado en este trabajo permiten concluir 

que ha sido factible, ya que se han concluido todas las fases del mismo sin 

mayores complicaciones. El ensayo demuestra también que el bioimplante 

“Biomax” es un medicamento seguro, ya que no se ha registrado ningún tipo de 

reacción adversa. 

6. La comparación de densidades entre la zona tratada y una zona de hueso 

reticular sano del mismo paciente, nos permiten concluir que el tratamiento 

realizado con el bioimplante Biomax ha sido efectivo para los defectos quísticos 

mandibulares tratados en este ensayo clínico. 
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