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1. RESUMEN

La necrosis avascular de la cabeza del fémur (NACF)
es una enfermedad producida por un déficit del aporte
sanguineo en la parte proximal del fémur, que provoca
una destruccion del tejido 6seo de la cabeza femoral.

La descompresion quirdrgica de la cabeza femoral, con
infusion de concentrado de celulas madre pluripoten-
ciales (células CD34+) y celulas madre mesenquimales
(CMM), de medula 6sea autodloga, ha presentado exce-
lentes resultados en la correccion del dafio tisular, sobre
todo en fases no avanzadas de lesion 6sea.

El potencial osteogénico de las CMM de médula ésea esta
relacionado directamente con la concentracion de éstas.
El numero de CMM presentes en la médula 6sea (MO)
es pequeno (aproximadamente 1-3 células por 10.000 a
100.000 células nucleadas medulares) por lo que es ne-
cesaria su concentracion en el material extraido de la mé-
dula 6sea. Esta concentracion permite infundir suficiente
cantidad de células madre con una minima cantidad del
material medular extraido, dadas las dificultades afadi-
das de espacio donde infundir el material medular.

Existe actualmente un consenso en la literatura acerca
del numero minimo aconsejable de células nucleadas
totales (CNT) y CMM necesario para tratar la NACF. Se
asume que al menos se deben infundir 2-5x10% de CN
y 5x10* de CMM, siendo éstas extrapoladas a partir de
las CNT, células CD34+, y tras los estudios de cultivos
celulares del material infundido cuantificando las unida-
des formadoras de colonias de fibroblastos en el produc-
to concentrado de MO. No hay estudios de citometria
de flujo que avalen la cuantificacion directa de CMM,
debido a la dificultad en estandarizar la técnica de cuan-
tificacion de las CMM.

Este estudio tiene como objetivo la cuantificaciéon directa
de las CMM de la MO extraida e infundida en los pacien-
tes sometidos a descompresion y aporte de MO. Durante
el periodo del estudio hemos realizado esta cuantifica-
cion en cuatro pacientes con cinco procesos de des-
compresion e infusion celular.

La cuantificaciéon de CNT infundidas, tras su concentra-
cion en sistema Harvest ha sido de media 3.95 x108. Este
sistema, en nuestros pacientes, ha tenido una capaci-
dad de concentracion de las células nucleadas (CN) de
4,7 veces de media. El porcentaje de CD34+ con res-
pecto a las CN se ha mantenido practicamente estable
entre las muestras pre y post concentracion 0,21-0,87%
y 0,44-0,82% respectivamente. El numero de CD34+ ha
sido de media 6 veces mayor en el producto final.

Los tres primeros pacientes estudiados presentaron
recuentos de CMM indetectables en la médula extrai-
da previa a su concentracion. Tras ésta, los niveles de
CMM siguen siendo bajos, y representan entre 10 y 100
de CMM por millon de CN. La escasa cantidad celular

cuantificada hace mas complicada su identificacion
como CMM. Tras estos primeros casos se amplio el nu-
mero de eventos estudiados desde 2-5 x10° hasta los 3
x108, en las muestras 4 y 5, lo que nos ha permitido de-
tectar y cuantificar mejor este tipo celular, observandose
cifras de CMM de 102.000 y 132.000 en la muestra infun-
dida. Este recuento se encuentra por encima del minimo
aconsejable para una buena evolucion de los pacientes
sometidos a esta técnica de descompresion

A pesar de la escasa casuistica de nuestro estudio el
método de analisis de CMM con citometria de flujo, al-
canzando los 3 millones de eventos en el citbmetro de
flujo, parece adecuada para demostrar la presencia de
estas células tanto en la MO extraida como infundida
tras su concentracion. El recuento de estas células esta
dentro de los niveles aceptados como suficientes para
una buena evolucion de los pacientes diagnosticados de
NACF y que han sido sometidos a técnicas quirurgicas
de descompresion y aporte de MO autogénica

2. INTRODUCCION
Y ANTECEDENTES

La necrosis avascular de la cabeza del fémur (NACF) es
una enfermedad producida por un déficit, o interrupcion,
del aporte sanguineo en la parte proximal del fémur, que
provoca una destruccion del tejido 6seo de la cabeza
femoral. Su incidencia, con un elevado porcentaje de
pacientes entre la tercera y cuarta década de la vida, y
su evolucion natural hacia el colapso de la cabeza femo-
ral, hace que el tratamiento 6ptimo sea un reto para la
cirugia traumatologica y ortopédica actuales

Desde el punto de vista etiopatogénico existen dos gran-
des grupos'. Un primer grupo secundarias a traumatis-
mos y un segundo grupo de etiologia no bien definida,
en el que sin embargo se han encontrado factores clara-
mente asociados como alcoholismo, uso prolongado de
esteroides, enfermedad metastasica, radioterapia, esta-
dos de hipercoagulabilidad, hiperlipemia, y embarazo.

El diagnostico se inicia tras la aparicion de dolor intenso
en la articulacion coxofemoral de caracteristicas meca-
nicas, a veces también de reposo y nocturno. El cuadro
de dolor se acompana generalmente de rigidez y cojera.
Las pruebas de imagen confirman el diagnostico clinico,
siendo de gran importancia el uso de la Resonancia Nu-
clear Magnética.

El tratamiento tiene multiples opciones terapéuticas
como son: (1) Tratamiento conservador mediante reposo
y descarga de la articulacion, eficaz en aproximadamen-
te el 25% de los pacientes. (2) Injertos 6seos vasculari-
zados, técnica compleja con resultados muy irregulares.
(3) Osteotomias, poco aceptada por su agresividad y por
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dificultar posibles futuras intervenciones. (4) Artroplastia,
al ser una enfermedad diagnosticada generalmente en
individuos jovenes la indicacion ha de estar bien con-
trastada, y la técnica quirdrgica debe ser lo mas conser-
vadora posible, ya que probablemente precisara sucesi-
vas intervenciones. (5) Descompresion quirdrgica de la
cabeza femoral®®. Es el tratamiento mas utilizado sobre
todo en fases no avanzadas, cuando menos del 30 % de
la cabeza femoral esta afectada. Se realiza mediante una
perforacion hasta la zona lesionada. Se basa en la teoria
de que la vascularizacion se halla comprometida por un
aumento de la presion intradsea, a modo de sindrome
compartimental.

Mas recientemente esta descomprension se ha asocia-
do con el aporte de concentrado de células nucleadas
(CN) obtenidas a partir de un aspirado de médula 6sea
autogénica (MO)*®. Tras la extraccion de MO, en el mis-
mo acto quirdrgico, se realiza un concentrado de células
madre que se infunde en la zona de la necrosis Osea
a través de la perforacion realizada en la descompre-
sion®. En este concentrado de MO se hallan células ma-
dre hematopoyéticas (células que expresan el marcador
CD34+, CD *“cluster of differentiation”) y células madre
mesenquimales (CMM). Las CMM pueden generar célu-
las osteoinductoras y angiogénicas que reparen la zona
de osteonecrosis. Esta técnica es poco agresiva y esta
obteniendo unos resultados excelentes, con mejoria cli-
nica y retraso en la utilizacion de artroplastia.

El potencial osteogénico de las CMM de médula 6sea
esta relacionado con la concentracion de éstas'®''. El
numero de CMM presentes en MO es pequefo (aproxi-
madamente 1-3 células por 10.000 a 100.000 CNE.) por lo
que son necesarios sistemas que aumenten la concentra-
cion de las células progenitoras (CM) del material extraido
de la médula 6sea, infundiendo una minima parte del mis-
mo. Ademas, la concentracion de CMM en MO varia en
distintos pacientes, en funcion de la edad, comorbilidad
asociada y de las diferentes etiologias de la NACF'213

Estudios experimentales y la experiencia clinica han ava-
lado el nimero minimo aconsejable a infundir de células
nucleadas totales (CNT) y CMM para tratar la NACF. Se
asume que al menos se deben infundir de 2-5 x108 CNT
y 2,5-5 x10* células CMM, en el producto final o concen-
trado de MO, para asegurar una adecuada respuesta
clinica. No hay, sin embargo, estudios de citometria
de flujo que hayan realizado una cuantificacion directa
de CMM en el material medular infundido, siendo éstas
extrapoladas a partir de las CNT, CD34+, y tras los re-
cuentos de unidades formadoras de colonias de fibro-
blastos en cultivos celulares, a los 14 dias, del material
infundido. 88101,

La falta de estudios cuantitativos de las CMM por cito-
metria de flujo reside fundamentalmente en la dificultad
para la caracterizaron de estas CMM y en la estandari-
zacion de la técnica de cuantificacion de éstas, debido
a su escaso numero en la MO. De tal manera que este

analisis citométrico no es un estudio de rutina en los ser-
vicios de hematologia

El proposito del presente estudio ha sido conocer, me-
diante la citometria de flujo, la cantidad de CMM infun-
didas en el material medular infundido en la cabeza fe-
moral, en aquellos pacientes diagnosticados de NACF y
sometidos a técnicas quirdrgicas de descompresion e
implante de MO autologa. Para ello se ha estandarizado
la técnica de identificacion y cuantificacion, asegurando
su sensibilidad, de las CMM por medio de la citometria
de flujo.

3. OBJETIVOS

El objetivo del estudio es conocer la concentracion, me-
diante técnicas de citometria de flujo multiparamétricas,
de las CN, células CD34+ y CMM en el aspirado de MO
y concentrado de medular posterior, en los pacientes
diagnosticados de NACF que van a ser sometidos a in-
tervencion quirdrgica de descompresion e implante de
concentrado de MO autdloga.

4. MATERIAL Y METODOS

Los pacientes en l0os que se ha realizado el estudio han
sido los procedentes de la consulta del servicio de COT
del HGUGM con el diagnostico de NACF, que han sido
tratados con técnicas quirurgicas de descompresion e
implante de MO autéloga, segun el protocolo de trata-
miento vigente en el servicio de COT del HGUGM.

Durante el primer afo del estudio hemos tenido la opor-
tunidad de estudiar cuatro pacientes, dos mujeres y dos
hombres, con edades de 31, 39, 45y 55 afnos. En los pa-
cientes se han realizado 5 procesos de descompresion
(un paciente presentd NACF bilateral precisando doble
intervencion) asi como la obtencion de MO autdloga e
infusion posterior de un concentrado de MO en las zonas
de descompresion. En dos pacientes no se detectd cau-
sa etioldgica de la NACF (idiopaticas) y otros dos pacien-
tes habian recibido tratamiento esteroideo prolongado,

Se ha seguido en todo momento el protocolo de trata-
miento quirurgico de la NACF vigente en el servicio de
COT del HGUGM y que ha sido publicado recientemen-
te’. El estudio no ha realizado ningiin cambio sustan-
cial en la practica quirurgica habitual en este tipo de
pacientes. Unicamente se han tomado muestras para el
estudio de la MO que se ha extraido de forma habitual
en quiréfano y del producto de concentrado medular ob-
tenido tras la centrifugacion de la misma en quiréfano.
No se ha visto alterada la cronologia de la intervencion
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quirurgica puesto que los resultados y su interpretacion
se han hecho con posterioridad a la misma.

El estudio ha contado con la aprobacién del Comité Etico y
de Investigacion del HGUGM, y se clasifico por la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios como
“Estudio Observacional No Postautorizacion (No—-EPA).

Los pacientes firmaron el Consentimiento Informado pre-
visto en el protocolo aprobado por el CEIC del HGUGM.

Se han seguido los siguientes pasos en la obtencion y
procesamiento de las muestra:

Bajo anestesia epidural, se extrajeron entre 60 y 120
cc de médula 6sea de la cresta iliaca y se procesaron
en el dispositivo Harvest SmartPReP2® (Harvest Tech-
nologies Corp). Dicho sistema centrifuga las bolsas del
aspirado medular durante 15 minutos y en un proceso
automatico obtiene la separacion del plasma y la capa
leucoplaquetaria. Por cada 60 ml de aspirado de MO se
obtienen alrededor de 10 ml de concentrado que son
infundidos posteriormente en la zona de necrosis ¢sea.
Este proceso automatizado consigue aproximadamente
una concentraciéon celular de 5 a 7 veces superior al as-
pirado original. Todo el procedimiento se realiza dentro
del quiréfano y en el mismo acto quirurgico.

Se procediot a la toma de 3 ml de la médula extraida en un
tubo con EDTA (muestra “pre” o muestra n°1) y entre 1-2
ml en EDTA de la médula concentrada (muestra “post” o
muestra n°2) para su estudio en citometria de flujo.

En ambas muestras de médula 6sea se ha realizado el
recuento de las CNT en el contador hematologico LH-700
(Coulter®) tras dilucion al 1/10 en liquido isotonico o PBS

En las muestras de médula pre y post-concentracion se
han identificado y realizado la cuantificacion de las célu-
las CD34+ y CMM mediante citometria de flujo. Las cé-
lulas CD34+ y CMM se contabilizaron como porcentaje
de las CNT conocidas. El estudio de citometria de flujo
se ha realizado sobre las muestras de médula 6sea con

Tabla 1. Resultados del estudio por citometria de flujo

hematies lisados después de marcar con los anticuer-
pos monoclonales conjugados (Beckman Coulter®). Las
muestras fueron analizadas en los citometros de flujo de
4 colores (FC 500; Beckman Coulter®) y en el de 8 co-
lores (Navios, Beckman Coulter®). El nimero de eventos
adquiridos para analizar las células CD34+ fueron de
2-5 x10° y para la correcta caracterizacion de las células
mesenquimales han sido necesarios la adquisicion de 3
x10° de eventos. En los tres primeros pacientes se estan-
dariz6é el numero de eventos necesarios para la carac-
terizacion y posterior cuantificacion de las CMM. Inicial-
mente se estudiaron un numero de eventos entre 2,5y 5
x10°. Siendo preciso subir este nimero hasta 3 x10° para
aumentar la sensibilidad del estudio, dada la dificultad
inherente en la cuantificacion de las CMM en MO por su
baja concentracion medular. Los marcadores monoclo-
nales utilizados han sido: CD34, CD45 y CD133 para la
caracterizacion de las células CD34+. Para la caracteri-
zacion de las células mesenquimales se han utilizado los
anticuerpos monoclonales: CD105, CD90, CD14, CD34,
CD45, HLA-DR, CD133. El software de adquisicién CXP
Beckman Coulter® ha sido utilizado para la adquisicion
de datos y el software Infinicyt™ (Cytognos S.L.) para el
analisis de los datos.

5. RESULTADOS

Durante el periodo del estudio (1 afo) se ha realizado la
descompresion e infusion de células madre obtenidas de
MO autdloga en 4 pacientes diagnosticados de NACF.
En uno de ellos la intervencion fue bilateral por lo que el
estudio global la cuantificacion de CMM se ha realizado
en cinco muestras de pacientes.

Los resultados obtenidos del estudio de la muestra ex-
traida de MO (muestra n°1) y de la muestra concentrada
( muestra n°2) se muestran en tabla 1.

Paciente NACF001 NACF002 NACF003 NACF004 NACF005
Volumen muestra 1 (ml) 60 60 60 60 60
CN /ml pre 3.3x10° 2.74 x 108 8.8 x 10° 17 x 10° 9 x 108
CN Absolutas pre 1,98 x 108 1,64 x 108 5,28 x 108 10,2 x 108 5,4 x 108
% CD34+ pre 0.87 0.54 0.61 0.21 0,67
CD34+ total 1,72 x 108 0,88 x 10° 3,22 x 10° 2,14 x 108 3,61 x 10°
% CMM pre 0 0 0 0,14 0,10
Volumen muestra 2 (ml) 10 10 10 10 10
CN / ml post 19,1 x 108 14,63 x 108 4,98 x 108 51 x 108 33 x 108
CN Absolutas post 1,91 x 108 1,46 x 108 4,98 x 108 5,1 x 108 3,3x 108
% CD34+ post 0.82 0.44 0.74 0,78 0,67
CD34+ total 1.56 x 10° 0,64 x 108 3.68 x 108 3,9x10° 2,21 x 10°
% CMM post 0.01 0.001 0.001 0,02 0,04
N° absoluto 19100 1460 4980 102000 132000

CN: Cel nucleadas. CD34+:Cel pluripotenciales . CMM: Cel madre mesenquimales

Muestras1: (Pre): estudio pre concentracion. Muestra 2 (Post): estudio post concentracion
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La cuantificacion de CN por mL ha variado, en las mues-
tras extraidas a los pacientes, de 2,74 x10%/mLa 17 x10%/
mL, que en cifras absolutas en los 60 cc de MO pre con-
centracion presentaron una media 5.4 x 108 y mediana
de 4.9 x108 de CNT (extremos de 1.64 x108 y 10,2 x109).
Tras la concentraciéon en sistema Harvest los valores de
CNT han sido de media 3.95 x10® y mediana de 3.30 x
108 (extremos de 1,46 a 5,1 x108) lo que demuestra que
el sistema Harvest, en nuestros pacientes estudiados,
tiene una capacidad de concentracion de las CNT de 4,7
veces de media y mediana 5,4 (extremos 3 a 6 veces)

El recuento de células CD34+ ha variado de 0,88 a
3,61 x10° en las muestras pre-concentracion (media de
2.31 x10% y mediana de 2,14 x10%) y de 0,64 a 3,9 x10°
post-concentracion (media de 2.39 x10°% y mediana de
2,21 x106). El recuento ha sido entre 3,7 y 11 veces ma-
yor en el producto final, con una media de 6,3 y mediana
de 5,4 veces la concentracion inicial. Ademas el porcen-
taje de CD34+ con respecto a las CNT se ha mantenido
practicamente estable entre las muestras pre y post con-
centracion 0,21- 0,87% y 0,44-0,82% respectivamente.

Los tres primeros pacientes estudiados presentaron,
como esta descrito en la literatura, recuentos de CMM
indetectables en la médula extraida previa a su concen-
traciéon. Tras la concentracion, en el dispositivo Harvest,
los niveles de CMM siguen siendo bajos, pero dentro de
los limites previstos, 19.100, 1.460 y 4.980 células tota-
les, respectivamente, que representan con respecto a la
cifra de CNT entre 10 y 100 CMM por millon de CN. En
cuanto a la relacion con las células CD34+ se observo
un recuento de CMM entre 457 y 738 veces menor. Este
resultado se encuentra, también, entre los limites esta-
blecidos como 100 a 1000 veces menor que el obtenido
en células CD34+.

Tras estos primeros casos se amplié el nimero de even-
tos estudiados desde 2,5 - 5 x10° hasta los 3 x10°, en
las muestras 4 y 5, lo que nos ha permitido detectar y
cuantificar con mayor sensibilidad este tipo celular. De
hecho, la concentracion de CMM, en las muestras 4 y 5,
fue de 102.000 y 132.000 en la muestra infundida res-
pectivamente, que representa entre 200 y 400 CMM por
millon de CN.

6. DISCUSION

La necrosis avascular de la cabeza del fémur (NACF)
es una enfermedad producida por un déficit del aporte
sanguineo en la parte proximal del fémur, que provoca
una destruccion del tejido 6seo de la cabeza femoral.

Aunque el tratamiento tiene multiples opciones terapéu-
ticas, como medidas conservadoras, injertos ¢seos vas-
cularizados, osteotomias, todas presentan una eficacia
controvertida no exenta, en algunos casos, de una gran

complejidad. La evolucion hacia el colapso 6seo se ob-
serva casi en dos tercios de los pacientes a los 5 afos,
siendo necesaria la artroplastia.

La descompresion quirdrgica de la cabeza femoral®®, se
realiza mediante una perforacion hasta la zona lesionada
con el fin de restaurar la vascularizacion dafana. Es el
método mas empleado en fases no avanzadas de lesion
6sea, cuando menos del 30 % de la cabeza femoral esta
afectada. Mas recientemente esta descomprension se
ha asociado con el aporte de concentrado de CN obte-
nidas a partir de un aspirado de médula 6sea (MO)*®,

En este concentrado de MO se hallan células madre
hematopoyéticas y células madre mesenquimales. Las
Células Madre (CM) son un tipo especial de células con
capacidad de auto-replicacion, proliferacion y diferen-
ciacion hacia el tejido del que provienen y otros tejidos.
Entre estas células las mas conocidas y aplicadas clini-
camente son las células madre hematopoyéticas locali-
zadas en la médula 6sea y que expresan el marcador
CD34 + en su superficie. Existen, ademas, en este tejido
medular las CMM. Ambas son células indiferenciadas
con capacidad para regenerarse y dar lugar a células
de tejidos, distintos al hematopoyético, dependiendo del
microambiente que las rodee. En los ultimos afos se ha
comprobado que existen CMM con estas mismas ca-
racteristicas en diferentes tejidos adultos (cartilago, piel,
musculo, pulpa dental, grasa'®) y estan siendo utilizadas
en medicina regenerativa para la reparacion de diversas
lesiones tisulares'®".

Las CMM del adulto han sido definidas en cuanto a ca-
racteristicas biolégicas y funcionales. De forma resumida
deben ser células que se adhieran a superficies plasti-
cas en cultivos en condiciones estandar. Deben expre-
sar los antigenos de diferenciacion tales como CD105,
CD73, y CD90 y no deben expresar CD45, CD34, CD14
o CD11b, CD79 o CD19, y HLA-DR, caracteristicos de
células de estirpe hematologica. Ademas, deben tener
capacidad de diferenciacion a osteoblastos, adipocitos
y condroblastos in vitro. Su actividad esta presente en
fenomenos de modulacion inmune (como enfermeda-
des autoinmunes, enfermedad del injerto contra receptor
post-trasplante de progenitores hemopoyéticos etc), y en
la regeneracion y reparacion tisular. 82

Esta técnica es poco agresiva y esta obteniendo unos
resultados excelentes, con mejoria clinica y retraso en la
utilizacion de artroplastia.

Gangji y colaboradores (col)?? observaron en un estudio
prospectivo y controlado que sélo el 10% de las NACF
tratadas con concentrado de MO autogenico evolucio-
naron a un estadio clinico avanzado de la lesion femoral
(estadio ) frente al 63% del grupo control. En otro estu-
dio publicado por Wang y col®® en 59 pacientes tratados
con descompresion e infusion de MO autoldga observa-
ron la necesidad de realizar una artroplastia en un 13%
de los pacientes con un seguimiento de casi 30 meses.
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Este tratamiento quirurgico esta siendo ya utilizado en el
servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologica (COT)
del Hospital General Universitario Gregorio Marafon
(HGUGM) de forma habitual. Este servicio ha publica-
do recientemente sus resultados en 17 pacientes y 22
caderas intervenidas'®. Los autores recogen en un estu-
dio prospectivo, no controlado y abierto la evolucion de
17 pacientes con diagndéstico de NACF. Se excluyeron
pacientes de mas de 70 afos; pacientes con tratamien-
to previo con citostaticos, alcoholismo activo, radiacion
previa en pelvis, infeccion activa, anemia y leucopenia o
procesos tumorales activos, en los que presumiblemente
la colecta de progenitores podria verse reducida y hacer
poco evaluable esta técnica.

En doce pacientes la lesion fue unilateral y en cinco bila-
teral. La edad media fue de 37,5 anos (25-59) y la causa
de la NACF fue traumatica en 6, secundaria a tratamiento
esteroideo en 4 y sin causa conocida en doce caderas.
Los autores concluyen que el implante de concentra-
do de MO reduce la necesidad de artroplastia hasta el
25% de los pacientes a los dos afios de seguimiento.
Y ademas la mayoria de los pacientes que precisaron
artroplastia presentaban en el diagnostico inicial una en-
fermedad avanzada con una afectacion superior al 30%
de la cabeza femoral. Estos resultados representan una
mejoria con respecto a los observados con tratamiento
conservador, donde mas del 50% precisaran de artro-
plastia en los dos primeros afos de diagndstico, y son
similares a los observados en otros trabajos publicados
sobre esta practica quirdrgica*®?23,

El potencial osteogénico de las CMM de médula ésea
esta relacionado directamente con la concentracion de
éstas'®" El numero de CMM presentes en MO es peque-
Ao (aproximadamente 1-3 células por 10.000 a 100.000
CN medulares®) por lo que se han creado sistemas que
aumentan la concentraciéon de las células progenitoras
(CM) en el material extraido de la médula 6sea®. Esta
concentracion permite infundir suficiente cantidad de
CM con una minima cantidad del material medular extrai-
do, dadas las dificultades afiadidas de espacio donde
infundir el material medular.

El cultivo de CMM podria asegurar el numero minimo
necesario de éstas para un tratamiento eficaz®*. Ade-
mas, podria permitir la congelacion de CMM para po-
der repetir el proceso quirdrgico si fuera necesario. Este
cultivo se debe realizar semanas antes de la cirugia,
tras la extraccion de pequenas cantidades de MO. Es
un procedimiento complejo y de alto coste, necesitando
unidades especiales (salas blancas) donde cumplan las
normas GMPs (Good Manufacturing Practices o normas
de correcta fabricacion).

La zona de extraccion de MO debe ser la cresta iliaca,
tal y como se demuestra en el reciente estudio realizado
por el servicio de COT del HGUGM®*?, Los autores de-
muestran que la concentracion de CN es mayor en cres-
ta iliaca frente a las observadas en las metafisis de fémur

y tibia (entre 5y 10 veces superior) y que las cuantifica-
ciones de las CMM, obtenidas en cultivo, son igualmente
superiores en la MO de cresta iliaca (3-7 veces),

Existe actualmente un consenso en la literatura acerca
del numero minimo aconsejable de CN y CMM necesario
para tratar la NACF. Se asume que al menos se deben
infundir 2-5x108 células nucleadas y 5x10* células CMM,
en el producto final o concentrado de MO, para asegurar
una respuesta clinica®81%1",

No hay, sin embargo, estudios de citometria de flujo que
avalen la cuantificacion directa de CMM, siendo éstas
extrapoladas a partir de las CNT, CD34+, y tras los estu-
dios de de cultivos celulares del material infundido cuan-
tificando las unidades formadoras de colonias de fibro-
blastos. La falta de estudios cuantitativos por citometria
de flujo de las CMM en el material procesado, reside en
la dificultad en estandarizar la técnica de cuantificacion
de éstas,

En este estudio nos propusimos contestar a la pregunta
si era factible la cuantificacion de las CMM en el mate-
rial obtenido medular y post-concentracion en el sistema
Harvest.

Durante el periodo del estudio (1 afio) hemos realizado
la cuantificacion de las CMM en cinco procesos de des-
compresion y aporte de MO, en cuatro pacientes.

La cuantificacion de CNT extraidas de MO pre concen-
tracion presentd una media 5.4 x 10® y mediana de 4.9
x108. Tras la concentracion en sistema Harvest estos va-
lores han sido de media 3.95 x10% y mediana de 3.30 x
10® lo que muestra que el sistema Harvest, en nuestros
pacientes, tiene una capacidad de concentracion de
las CN en los 10 ml finales de 4,74 veces de media y
mediana 5,4. De forma similar, el porcentaje de CD34+
con respecto a las CN se ha mantenido practicamen-
te estable entre las muestras pre y post concentracion
0,21-0,87% y 0,44-0,82% respectivamente. Este recuento
ha sido entre 3,7 y 11 veces mayor en el producto final.

Estos resultados confirman la capacidad de concentra-
cion de la MO del sistema Harvest permitiendo reducir
la cantidad de material a infundir en la zona lesiona-
da y manteniendo un nivel adecuado de células CNT vy
CD34+.

Los tres primeros pacientes estudiados presentaron, re-
cuentos de CMM indetectables en la médula extraida
previa a su concentracion. Tras la concentracion, en el
dispositivo Harvest, los niveles de CMM siguen siendo
bajos, 19.100, 1.460 y 4.980 células totales, respectiva-
mente, que representan con respecto a la cifra de CN
totales entre 10 y 100 CMM por millén de CN. Sin em-
bargo la escasa cantidad celular cuantificada hace mas
complicada su identificacién como CMM. Tras estos pri-
meros casos se amplio el numero de eventos estudiados
desde 2-5 x10° hasta los 3 x10°, en las muestras 4 y 5,
lo que nos ha permitido detectar y cuantificar mejor este
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tipo celular. De hecho la concentracion de CMM fue de
102.000 y 132.000 en la muestra infundida, claramen-
te por encima del minimo aconsejable para una buena
evolucion de los pacientes sometidos a esta técnica de
descompresion e infusion de CM de MO

S6lo hemos podido analizar y cuantificar las CMM en
cinco caderas sometidas a descompresion e infusion
de MO, por lo que nuestros resultados son prelimina-
res. Creemos, sin embargo, que tras la correccion en el
numero de eventos estudiados en el citbmetro, aumen-
tando la sensibilidad de la técnica, nuestros resultados
muestran una adecuada cuantificacion de las CMM en
citometria de flujo. Esperamos seguir con el estudio has-
ta alcanzar un numero mas representativo de pacientes
donde podamos validar nuestra técnica de identificacion
y cuantificacion de CMM.

En una evaluacion final nos proponemos correlacionar
los datos biolégicos de las muestras de las MO infun-
didas con las caracteristicas de los pacientes, edad,
etiologia de la NACF y evolucion clinica tras el proce-
dimiento quirdrgico. Este estudio podria indicarnos el
numero de CNT, que deberiamos extraer, y que puede
ser conocido en el mismo acto quirurgico, en funcién de
las caracteristicas de cada paciente, para asegurar una
minima cantidad de CMM infundidas.

7. CONCLUSIONES

A pesar de la escasa casuistica de nuestro estudio el
metodo de analisis de CMM y CD34+ con citometria de
flujo alcanzando los 3 millones de eventos parece ade-
cuada para demostrar la presencia de estas células tanto
en la MO extraida como infundida tras su concentracion.
El recuento de estas células esta dentro de los niveles
aceptados como suficientes para una buena evolucion
de los pacientes diagnosticados de NACF y que han
sido sometidos a técnicas quirurgicas de descompresion
y aporte de MO autogénica
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