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RESUMEN

El incremento en la incidencia de fracturas y patologia asociada a la pérdida de masa 0sea
hace necesaria mas investigacion sobre el proceso osteogénico. Los injertos,
especialmente autélogos, eran considerados la opcion terapéutica estandar, pero el
desarrollo de nuevos biomateriales y los avances en terapia celular han convertido a la
bioingenieria de tejidos en la mejor alternativa, al subsanar sus complicaciones. Esta
demostrado que la aplicacion de células madre mesenquimales (MSC) sobre
biomateriales que integran factores de crecimiento, acelera significativamente la
regeneracion y favorece la diferenciacion. Las células mesenquimales de pulpa dental
(DPSC) han ido ganando merecido protagonismo y hoy son objeto de numerosos estudios
experimentales por su caracter pluripotencial, fécil acceso y biodisponibilidad,
propiedades que las convierten en una fuente segura de estudio. Esta investigacion trata
de encontrar un sustituto 6seo ideal a partir del cual se puedan establecer protocolos
reproducibles que faciliten y agilicen los procesos de diferenciacion osteogénica con
seguridad y que sean aplicables en la practica clinica. Para ello, hemos analizado los
cambios histologicos y radiologicos en diferentes grupos de ratas a las que previamente
habiamos provocado un defecto éseo critico mandibular. Se ha estudiado la evolucion del
tejido en tres situaciones: sin tratamiento, aplicando el sustituto 6seo OsteoBiol® Gen-
Os®; y combinando Gen-Os® y DPSC. Compararemos la actividad osteogenica de cada
grupo; y determinaremos el papel y la implicacion de cada material en la regeneracion
tisular. Las conclusiones resultan prometedoras y se demuestra nuevamente la funcién

trascendental de las DPSC, con gran perspectiva de futuro.

PALABRAS CLAVE

MSC, DPSC, Bioingenieria, Biomateriales, Ingenieria de Tejidos, Osteogénesis, Injerto
6seo, Matriz Tridimensional, Alopasticos, Sustituto Oseo, Defecto Oseo, Pulpa Dental,

Células Madre, Angiogénesis, Regeneracion Osea.



ABSTRACT

The increase in the incidence of fractures and bone loss-associated pathology makes more
research needed on the osteogenic process. Bone grafts, specifically autologous ones,
were considered the standard therapeutic option, but the development of new biomaterials
and the progress in cell-based therapies have made tissue bioengineering the best
alternative, as it overcomes their complications. It is demonstrated that mesenchymal
stem cells (MSC) application to biomaterials that embed growth factors, accelerates
regeneration significantly and facilitates differentiation. Dental pulp stem cells (DPSC)
have been gaining deserved importance and, today, they are the subject of many
experimental studies due to their pluripotential nature, easy access and bioavailability,
properties that made them a reliable source of research. This study tries to find an optimal
bone substitute from which we could establish reproducible protocols that facilitate and
speed up processes of osteogenic differentiation safely; and which are suitable in clinical
practice. For that, we have analyzed histological and radiologic changes in different
groups made up of rats that had previously caused a critical jaw bone defect. The tissue
evolution have been studied in three situations: without any treatment, applying bone
substitute OsteoBiol® Gen-Os®; and combining Gen-Os® and DPSC. Osteogenic
activity will be compared between each group; and the role and involvement of each
material in tissue regeneration will be determined. Conclusions look promising and it is

once again demonstrated the key role of DPSC, with a huge future perspective.

KEYWORDS

MSC, DPSC, Bioengineering, Biomaterials, Tissue Engineering, Osteogenesis, Bone
Graft, Scaffold. Alloplastics, Bone Substitute, Bone Defect, Dental Pulp, Stem Cells,

Angiogenesis, Bone Regeneration.
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1 INTRODUCCION

1.1 ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

La regeneracion tisular tiene mucho potencial al ser de extraordinaria utilidad en
medicina aplicada. Contamos con diferentes biomateriales disponibles, avanzados
conocimientos en células madre(1-6) y la evidencia de que los factores de crecimiento
favorecen la diferenciacion y aceleran estos procesos(7,8). El presente trabajo trata de
evaluar un modelo experimental de regeneracion désea de defecto mandibular en rata
utilizando células madre de origen mesenquimal (MSC) obtenidas de material pulpar.
Trataremos de encontrar un sustituto biologico ideal para regenerar defectos 0seos
criticos incrementando el potencial de las MSC a partir de soportes bioldgicos con una

alta concentracion de factores osteogénicos.

La necesidad de esta investigacion atiende a la situacion actual del problema:
numerosos estudios demuestran que muchas patologias y la toma de farmacos estan
asociados con la pérdida de masa 0sea(9-16); sumado a una vida cada vez mas sedentaria
en los paises desarrollados, afectando al metabolismo 6seo(17). Un estudio reciente
demuestra un incremento en la incidencia de pérdida de masa 0sea en adultos a partir de
los 40, predisponiendo a fracturas en ambos sexos por igual(18), aunque en otros estudios
las mujeres serian las mas afectadas(19). En Espafia, segun la International Osteoporosis
Foundation, en 2015 la prevalencia de pérdida de densidad 6sea en mayores de 50 afios
era del 22,5% en mujeres y 6,8% en hombres; se produjeron mas de 330.000 fracturas
por fragilidad en 2017(19). Esto supone un grave problema sanitario y de gestion, con
mas de 4.200 millones de euros invertidos en recursos(19). Eso es asi teniendo en cuenta
pacientes diagnosticados de osteoporosis, pero la cifra real asciende al incluir a pacientes
con patologia por consumo de farmacos, estilo de vida sedentario u otras enfermedades,
pudiendo estar infradiagnosticada. Ademas, hasta el 5-10% de las fracturas no se

resuelven espontaneamente, en algunos casos hasta el 50% de ellas(20).

La investigacion en biomateriales y bioingenieria estd aumentando en estos afios.
Se trabaja en nuevos soportes y con terapia celular de diferentes estirpes. En este ensayo

trataremos MSC de pulpa dental (DPSC): MSC accesibles y con mucho potencial(21—



23). Desarrollando un modelo quirurgico, trataremos de establecer un protocolo seguro

que facilite la osteogénesis y garantice su éxito con minimas complicaciones.

1.2

TERAPIAS CONVENCIONALES

La terapia convencional mas empleada en regeneracion tisular es el injerto, de los

que existen varios tipos(24—30)(Tabla 1):

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes tipos de injerto.

Origen Material biologico del Material biologico de una | Material biologico de donante de la Material inerte, no organico.
paciente (hueso cortical, | especie diferente (bovina, | misma especie. Sin células viables. En regeneracion dsea suelen
esponjoso o ambos). porcina o equina). usar base de calcio

Propiedades | Se recomienda aprovechar | Capacidad osteoinductiva | Osteconduccién y osteoinduccién. Osteoconductor y
su vascularizacion en (reducida). osteogénico,
defectos mayores de 5 cm
(en humanos). Sus propiedades varian con

su porosidad, reabsorcion,
Matriz rica en proteinas de fabricacion y cristalinidad;
sefializacion, se complementan con

factores de crecimiento.

Ventaja Gold estandar. Biodisponibilidad. Biodisponibilidad elevada gracias a los | Muchos son no reabsorbibles

e Muy osteogénico, bancos de huesos v tejidos. o de absorcion lenta
osteoconductor y Diferenciacion hacia tejido (estables para la
osteoinductor. oseo estable en cirugia regeneracion dsea).

maxilofacial.
Evita reacciones Especificidad.
inmunolégicas.

Inconveniente | Reabsorcion relativamente | Alta antigenicidad. Potencial reducido al no contar con sus | Necesidad de establecer
rapida (necesidad de propias células viables. protocolos para cada tipo de
materiales mas estables). | Requiere procesos de material.

esterilizacién para evitar | Posibilidad de rechazo inmunolégico e
Biodisponibilidad. reaccion inmunologicao | infeccion.

infeccidn, disminuyendo
Infecciones. la osteoconduccion.

Papel en El éxito con este tipo de Los de origen bovino Cada vez mas desestimado por rechazo | Estan adquiriendo un papel

la actualidad injertos se sita alrededor | (sobre todo) se usan con | inmunol6gico. cada vez mas relevante en la
del 91%. éxito en cirugia regeneracion de diferentes

maxilofacial (alveolar y tejidos
mandibular).

Otra Tras necrosarse, pasa por | Se necesitan realizar Estudios plantean la alteracion del Utilizamos OsteoBiol® Gen-

informacidn varios estados de estudios en mayor componente inmunolégico del tejido; o | Os®, sustituto dseo de
reabsorcion y acaba profundidad. los mecanismos inmunolégicos del reabsorcion lenta y con
siendo el soporte de nuevo receptor para garantizar la viabilidad. | colageno (ayuda a formar el
hueso. Actualmente, no es rentable sometera | codgulo y favorece la

procesos de inmunosupresion, colonizacion por DPSC).
disponiendo de materiales mas inocuos.




1.3 ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO

1.3.1 Terapia celular

La terapia celular utiliza células madre como instrumento terapéutico para el

tratamiento de enfermedades.

Se puede aplicar en diferentes ambitos de la medicina, como en la regenerativa.

Su objetivo es sustituir células dafiadas por células nuevas que se obtienen de

cultivos in vitro a partir de una fuente humana o animal.

1.3.2 Ingenieria de tejidos

Definiremos este concepto en el punto 1.4.

1.4 PRINCIPIOS BASICOS DE LA INGENIERIA DEL TEJIDO OSEO

Surgi6 en los afios 80 y se basa en un equipo multidisciplinar donde la biologia
molecular, la bioingenieria y la medicina, ademas de otras especialidades, son

indispensables.

Actla como un espejo del organismo. Estudia los procedimientos organicos (como
la auto-reparacién), tratando de imitarlos y reproducirlos con materiales sintéticos. Su
objetivo de reparar funciones o incluso mejorarlas cuando el organismo no es capaz por

si mismo.

Las células, los scaffolds (soportes o matrices tridimensionales) y los factores de
crecimiento son sus elementos clave(4), ademés de un ambiente fisico-quimico

apropiado(Tabla 2):



Tabla 2. Elementos fundamentales en la ingenieria de tejidos(5,31,32).

necesita contar con propiedades para la

hematopoyéticas con capacidad para

Matrices tridimensionales Células mesenquimales (MSC Factores de crecimiento
Acta como soporte para el proceso regenerativo, y | Células madre adultas no Proteinas capaces de estimular el crecimiento

celular, su migracion, proliferacion y

- Origen bioldgico (se someten a procesos quimicos)
- Origen sintético (con base de calcio para

regeneracion osea)

describiremos en profundidad en el

apartado 1.5,

osteogénesis. autorenovarse y diferenciarse en distintas | diferenciacion (papel trascendental).
estirpes celulares.
Tipos: Su papel y expectativas son tantas que las | Los avances cientificos hacen posible que los

encontremos aislados y listos para ser

utilizados en beneficio de la bioingenieria,

Funciones principales:

- Estructura que conecta células y tejidos; y las guia
para diferenciarse.

- Soporte y transporte de moléculas de sefializacion
hacia el defecto 6seo.

- Liberacion constante de factores osteoinductivos.

- Contribuye a la proliferacién, diferenciacion y
metabolismo de hueso.

- Hace que las células se identifiquen y adhieran
selectivamente unas a otras en lugares especificos de

su superficie.

Los mas importantes:

- VEGF: factor de crecimiento vascular
endotelial.

- FGF: factor de crecimiento de fibroblastos.
- PDGF: factor de crecimiento derivado de
plaquetas.

- PRP: plasma enriquecido con plaquetas.

- BMP: proteinas morfogenéticas dseas
(familia de las TGF-P que estimulan la
formacién de hueso, cartilago y tejido

conjuntivo).

En este estudio utilizaremos OsteoBiol® Gen-Os®,

Muchas matrices integran uno o varios

factores.

1.5

1.5.1 Concepto y antecedentes

LAS CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES (MSC)

Las MSC son células madre adultas no hematopoyéticas que se obtienen de una

fuente humana o animal.

Tienen capacidad de autorenovarse y diferenciarse en células mesodérmicas

(adipocitos, condrocitos, osteocitos), ectodérmicas (neurocitos) o endodérmicas

(hepatocitos)(33).

Han sido objeto de estudio desde hace afios (Tabla 3):




Tabla 3. Antecedentes historicos de la investigacion con MSC(6,33-36).

Cronologia

Acontecimientos

A partir de los afios 50

Las primeras investigaciones con células madre se centraban, sobre todo, en las de origen

hematopoyéticos.

A partir de los afios 70

Se empez0 a experimentar con MSC, seducidos por su capacidad para formar el estroma medular. En 1976
cuando Friedenstein et al. describieron por primera vez este tipo de células. En su investigacion,
consiguieron aislar, a partir de médula dsea de raton, unas células capaces de adherirse al medio de cultivo
¥, a su vez, las unas a las otras, formando husos de colonias. De hecho originalmente se denominaron
“células formadoras de colonias de fibroblastos”. Estas células forman la microarquitectura medular, y el

interés en comprender su organizacion justificé los estudios posteriores.

A partir de los afios 80

A esta década debemos la denominacion actual de estas células. Durante esta década, se descubrid su gran
potencial para diferenciarse, sobre todo, en células mesodérmicas, que fue descrito en ensayos con ratas.

En estos estudios, también se consiguid que proliferaran y se pudieran estudiar in vitro.

Década de los 2000

Se empiezan a desarrollar biomateriales validos como soporte para la regeneracion de tejidos a partir de
células como las MSC. Estas matrices tratan de imitar el microambiente in vivo en el que se desarrolla un
tejido y su objetivo es dar soporte, también, a la vascularizacion que se origine simultineamente. Encontrar
materiales idéneos suponia no tener que recurrir a trasplantes de hueso autélogo (disponibilidad limitada) o
alogénico (capacidad osteogénica menor); y disponer al mismo tiempo de un material biocompatible que

represente las minimas complicaciones postoperatorias.

2013

Se describe una cierta capacidad de inmunomodulacion en las MSC, tras la revision de varios ensayos in
vivo € in vitro. Se comprobd que son capaces de reducir las respuestas inmunolégicas excesivas de células

T, B, natural killer, células dendriticas y macréfagos.

Actualidad

Son numerosos los estudios con MSC y se han convertido en una fuente habitual de terapia celular,

medicina regenerativa y reparacion de tejidos.

1.5.2 Fuentes de obtencion de MSC

La mayor poblacion de MSC esta en médula 6sea (MO), pero también existen en

tejido adiposo, pulpa dental, endometrio, placenta o sangre periférica.

Su obtencidn a partir de MO vy tejido adiposo es lo habitual, pero cada vez mas

ensayos aprovechan el material pulpar(21,37-39): muy accesible y no requiere

intervenciones agresivas. Ademas, los dientes son desechos biol6gicos y es

relativamente sencillo encontrar donantes(21).

1.5.3 MSC dentales y sus propiedades bioldgicas

La funcion biologica del material de la cdmara pulpar es reparar dentina y esmalte;

y se empez0 a estudiar a principios del siglo XX(Tabla 4).



Tabla 4. Antecedentes historicos de la investigacion con DPSC(40-43).

Cronologia Acontecimientos

Principios de S.XX Hasta practicamente los afios 60 no se dio valor a las piezas dentales. No se estudiaban y se desechaban en

cuanto habia sospecha de patologia asociada

A partir de los afios 60 Su estudio empieza a adquirir relevancia. El material pulpar se estudia por primera vez histolégicamente y
se detecta una zona de gran celularidad correspondiente a las MSC. Esto supuso un cambio de perspectiva

y se empez0 a apostar por su potencial regenerativo, aunque inicialmente sélo a nivel odontolégico.

Durante estos afios, también tiene lugar ensayos clinicos con MSC de otras fuentes que ayudaran en el
conocimiento de las DPSC como parte de ese conjunto celular. El poder osteogénico de las MSC se
comprobd por primera vez co un ensayo clinico con ratones que reportd resultados satisfactorios en

trasplante de MSC de médula 6sea y que ya hemos mencionado anteriormente.

En 1963 se demostr6 que el potencial de diferenciacion de las DPSC hacia tejido 6seo era mayor al de

MSC de otro origen, incluso inducidas por factores osteogénicos.

S. XXT - Actualidad Desde principios de siglo y, sobre todo, a partir de 2012, se empezaron a llevar a cabo estudios especificos
con DPSC para estudiar sus propiedades. En uno de ellos se demuestra que las DPSC tienen mas potencial
para desarrollar tejido mineralizado que otras (como las MSC de origen medulares o adiposo). Toda la

informacion que tenemos a partir de estas investigaciones, sumado a su fécil acceso, las convierte en una

fuente de estudio muy empleada en la actualidad.

Las DPSC son pluripotenciales y capaces de diferenciarse en tipos celulares como
condrocitos, adipocitos o hepatocitos(44). Ademas, presentan capacidad

inmunomoduladora(21).

1.5.4 Perspectivas sobre el uso terapéutico de las MSC

Su uso terapéutico estd actualmente relacionado con enfermedades cronicas:
autoinmunes, neurodegenerativas y cardiovasculares (isquémicas); y con
enfermedades genéticas tipo osteogénesis imperfecta. También se utilizan con

éxito en regeneracién y reparacion de tejidos como cartilago y huesos largos(36).

El objetivo de las investigaciones con MSC es conseguir el control de la actividad
celular sobre los diferentes scaffolds disponibles y dar con una combinacién ideal:
mayor compatibilidad y beneficio para el paciente, reduciendo el impacto
negativo de la intervencion(36). Poder establecer protocolos sobre su uso en un
entorno seguro, facilitara su aplicacion y se alcanzaran mejores resultados.
También hay estudios dirigidos a desarrollar técnicas estandarizadas de extraccion
y cultivo de MSC(22).



1.5.5 Aplicaciones clinicas de las MSC dentales(22)(Tabla 5):

Tabla 5. Aplicaciones clinicas en el momento actual y perspectivas de futuro en el uso de DPSC.

Momento actual Perspectivas de futuro

Odontologia (reemplazo de piezas, incluyendo la | Establecer protocolos que faciliten el desarrollo in vitro de

raiz). diferentes tipos celulares para diversos tratamientos.

Neurologia (lesiones nerviosas periféricas). Ej. Estudios como el nuestro: establecer un protocolo de
diferenciacion osteogénica para poder reconstruir un defecto

0seo mandibular.

Angiologia (estimulan la angiogénesis y ayudan

en la prevencion de accidentes isquémicos).

Endocrinologia (Diabetes Mellitus).

1.6 ESTRATEGIAS DE LA INGENIERIA DE TEJIDO OSEO

Cada tipo de injerto tiene sus ventajas e inconvenientes. Ante la escasa
biodisponibilidad de injertos autdlogos; la baja capacidad osteoinductiva de los

xenoinjertos; y el rechazo en aloinjertos, los biomateriales se alzan como la opcion ideal.

1.6.1 Bases fisioldgicas de la regeneracion 6sea

1.6.1.1 Histofisiologia 6sea

El hueso es tejido conjuntivo mineralizado, muy estable, que da soporte a las
partes blandas del cuerpo y sirve de insercion a los musculos. Esta muy
vascularizado e inervado, y se estructura en laminillas de matriz osteoide
calcificada. Distinguimos dos zonas en funcion de la disposicion de las
laminillas: la cortical (disposicion concéntrica); y el hueso esponjoso

(disposicion en forma de red donde esta la MO)(45).

A. Tipos celulares(45,46)(Tabla 6)



Tabla 6. Tipos celulares presentes en el tejido dseo.

Células inmaduras, derivadas de

MSC (origen: MO).

Se diferenciaran en osteocitos o en
células limitantes que forman el

endostio, capa que protege al hueso.

Los osteoblastos que quedan rodeados de
matriz mineralizada en las “lagunas 6seas”,
pasan a ser osteocitos, células maduras. Las
mas abundantes en hueso maduro y el

estadio final de la linea osteoblastica.

Células multinucleadas de mayor

tamario.

Especializadas en la sintesis de
matriz 6sea, y la remodelacion y

crecimiento 0seo.

Su funcién principal es controlar el

remodelado 6seo y mantener la matriz 6sea.

Se encargan de la destruccion de

tejido oseo y de su reabsorcion.

Sintetizan proteinas coldgenas y no
coldgenas de la matriz organica del

hueso.

Se sitan en la parte mds interna del hueso.

Son ricas en mitocondrias y

vacuolas.

Dirigen la disposicion de las fibrillas
en la matriz extracelular y cuando se
alinean forman una fina capa de
matriz dsea sin mineralizar, el
osteoide, que madura cuando se

depositan sobre ella sales de calcio.

Se comunican con los osteoblastos a través
de proteinas transmembrana (permiten el
paso de calcio, citoquinas o

prostaglandinas).

Su origen si es hematopoyético,
surgen a partir de las unidades
formadoras de colonias de
granulocitos y macrofagos

(CFU-GM).

Contribuyen en la mineralizacion de
la sustancia osteoide gracias a la

fosfatasa alcalina (ALP).

Tienen forma estrellada y sus
prolongaciones (canaliculos oseos)
discurren por la matriz y nutren al hueso,
transportando metabolitos desde los

capilares.

Contienen fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP) que es
la que permite la desfosforilacion

de las proteinas.

Median en la reabsorcion por los
osteoclastos a través de la sintesis de

citoquinas.

Sus prolongaciones forman una red de
interconexiones con gran superficie de

contacto.

Marcadores: identificamos estas
células midiendo la actividad de

TRAP in vivo e in vitro.

Sintetizan factores de crecimiento.

Cuando se produce un trauma, se produce
hipoxia y necrosis de los osteocitos que

estén a mas de 0,1 mm de cualquier capilar

Marcadores: Cbfal o Runx2 (el
primero indica diferenciacién
osteogénica en preosteoblastos),
osteopontina (OPN), colageno I,
fosfatasa alcalina (ALP),
osteocalcina (OCN) y sialoproteina
6sea (BSP), los dos ultimos aparecen
con la mineralizacion. Las células

limitantes expresan a veces el

receptor de parathormona (PTH).

Marcadores: igual que los osteoblastos y
especificamente CD44 (ausente en

osteoblastos, y células limitantes).




B. Matriz_organica (osteoide): formada por colageno | (90%), y otras

proteinas no colagenas: factores de crecimiento, proteoglicanos,

glicoproteinas, proteinas procedentes del plasma o proteinas con &cido y-

carboxi-glutamico.

C. Matriz 6sea: matriz extracelular mineralizada que contiene cristales de

hidroxiapatita en un 65% (fosfato calcico cristalizado).

1.6.2 La regeneracion 6sea

1.6.2.1 Fases de la regeneracion 6sea(47)(Tabla 7)

Tabla 7. Fases de la regeneracion 6sea.

Fases

Procesos que se ponen en marcha en cada fase

Formacion del codgulo

Tras un traumatismo, se liberan mediadores inflamatorios y se genera un coagulo
compuesto por fibrina que tiene una funcién homeostatica y, ademas, sus plaquetas
liberan: factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), TGF-B1 y TGF-B2; y factor
de crecimiento insulinico (IGF-I). Los TGF y el IGF-I activan y favorecen la proliferacién
de células madre; y el PDGF activa a los macrofagos que liberaran otros factores de

crecimiento. El tejido esta hipoxico y acidético en este momento critico

Proliferacion y

diferenciacion celular

Entre el 3° y 5° dia se desarrolla un tejido de granulacién formado por fibroblastos y
macrofagos; colageno y vasos sanguineos de nueva formacion. Invaden el codgulo
aportando nutrientes y células indiferenciadas capaces de evolucionar a osteoblastos bajo
la influencia de factores morfodiferenciadores como los BMP. A medida que las células se
diferencian, se genera el “callo de fractura”. Se empieza a formar hueso desorganizado y
poco estable durante 4 semanas. La accion de los factores BMP, TGF-§3, FGF, VEGF y

PDGF llevaran a la reparacién dsea entre la 6* y 8* semanas

Remodelacion osea

El hueso desorganizado pasa a ser una estructura estable, con sistema haversiano, por
accion de factores como el IGF-I y las BMP; y de osteoblastos y osteoclastos. Aqui tienen

lugar tres procesos:

- Osteogénesis: formacion de nuevo hueso.
- Osteoinduccion: estimulacion de la osteogénesis por accion de determinados factores.
- Osteoconduccion: desarrollo de la matriz tridimensional que dara soporte al nuevo

hueso.

Por ello, los biomateriales que utilicemos deben cumplir alguna de estas cualidades.
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Las terapias se utilizan para tratar fracturas no consolidadas y que degeneran
en pseudoartrosis. La intervencion consiste colocar tornillos e injertos 6seos

que favorezcan la regeneracion(48).

La tendencia es hacia el uso de células madre. Sin embargo, para que sea
posible, hay que establecer protocolos estandarizados desde la obtencion del
material celular hasta establecer los criterios clinicos; y en esta direccion es
hacia donde se dirigen muchas investigaciones. Actualmente se estan
llevando a cabo ensayos con MSC de origen medular y adiposo, pero también

con DPSC, sobre materiales biocompatibles en busca del “gold estandar™.

Tanto en humanos como en pequefios mamiferos, se cuenta con estudios mas
avanzados y con mejores resultados en cirugia reconstructiva maxilofacial y
dental(37,38).

El fracaso en la regeneracion espontanea de fracturas, llega en algunos casos

hasta el 50%(20), un porcentaje que asegura que la investigacion es rentable

clinicamente.

2 JUSTIFICACION

En el mundo desarrollado hay un considerable aumento de la incidenciay prevalencia

de patologias asociadas a la pérdida de masa 0sea, localizada y generalizada.

Utilizamos injertos, siendo de referencia el autdlogo (es osteogénico,
osteoconductivo, osteoconductor, aporta células osteocompetentes y su matriz
extracelular es rica en proteinas de sefializacion; y es osteoconductor) con una estructura

idéntica a la del hueso.

No obstante, su uso presenta inconvenientes:
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- Morbilidad en la zona donante.
- Biodisponibilidad.
- Cantidad limitada de células osteocompetentes viables.

- Prolongacion en el tiempo de la intervencidon quirdrgica.
Si analizamos el mecanismo de accion de los injertos observamos que el proceso de
regeneracion requiere mayoritariamente células con capacidad osteogénica existentes en

los tejidos del propio paciente, siendo los tratamientos, simples facilitadores de su

funcion.

3 HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS
La codiferenciacion de las DPSC en células endoteliales y osteoblastos llevara a la

formacion de tejido 6seo vascularizado en un defecto dseo critico, en un modelo

experimental, mediante un procedimiento sencillo, asequible y facilmente reproducible.

3.2 OBJETIVOS

Encontrar un sustito biologico ideal para la reparacion de defectos 6seos. En nuestro
estudio experimental sugerimos que el potencial de regeneracion 6sea mediante DPSC,
puede incrementarse al asociarlo con un scaffold, ya que aumenta la concentracion de
factores osteogénicos en el defecto.

Para ello, debemos:

- Describir y comparar histolégicamente la regeneracion con y sin DPSC,

alos 3y 6 meses.

- Describir e identificar el tipo de hueso que se regenera.

11



4 MATERIAL Y METODOS

Se realiza un estudio randomizado ciego. Se asignan los animales de forma aleatoria
a cada grupo, y se desconoce el grupo al que pertenece cada muestra con la que se trabaja,
asi como el producto administrado. Todo ello, hasta la determinacion y valoracion de los

resultados estadisticamente.

4.1 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Ratas adultas macho, WISTAR Han™ (RccHan™:WIST), de 350g, de Harlan
Laboratories Models, S.L. Todos los experimentos fueron realizados acorde a las
directrices establecidas por el RD53/013 (Evaluacion Favorable del Comité de Etica de

la Universidad de Salamanca, con nimero de registro 361).

4.2 MATERIAL BIOLOGICO: OBTENCION DE LAS CELULAS

4.2.1 Obtencidn del tejido pulpar

Para la extraccion de DPSC, utilizamos los molares de 4 ratas (n=2 pulpas por
extraccion). La extirpacion se realizd bajo anestesia general Isovet®, Braun

vetcare S.A. (isofluorano) y de forma aséptica.

Una vez obtenidas las piezas, se fracturaron con pinza gubia, y se accedié al
material. Se obtuvo el tejido pulpar a través de una minicucharilla de legrado
Hemingway® (Modelo 1145/0).

Las muestras se depositaron en un tubo falcon (50 ml) con 30 ml de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium ) (Gibco®, Invitrogen), que contiene 7 sales
minerales, 14 aminoacidos, 9 vitaminas, 1gr/l de glucosa, 0,5 gr/l de L-glutamina,
0,0150 gr/l de rojo fenol y 0,11 gr/l de piruvato, suplementado con penicilina (100
U/ml), estreptomicina (100 pg/ml), y suero bovino fetal (SBF) al 10%

(Invitrogen), y se conservd en frio, un maximo de 6 horas.
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Una vez obtenidas las muestras, los animales se sacrificaron con una inyeccion

intraperitoneal de ketamina (Ketolar®), causandoles sobredosis.

4.2.2 Disgregacion enzimatica

El tejido se incub6 durante 70 minutos a 37°C y en agitacion con colagenasa | (al
0,2%) (Worthington Biochemicals Corporation®) y dispasa Il (al 0,4%) (Sanko
Junyaku, Tokio, Japon). Se centrifugd durante 10 minutos a 1200rpm, y el

sedimento obtenido se sembré en placas de 9 cm2 y se incub6 de nuevo a 37°C.

4.2.3 Cultivoy expansion celular

Las células se incubaron de nuevo a 37°C, en ambiente himedo y con 5% de CO2
en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium®), suplementado con SBF
(10%) (Equitech-Bio, Kerrville, TX®) y con penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml). Se reemplazd el medio de cultivo dos veces por

semana y se fueron descartando las células no adheridas.

El cultivo se mantuvo hasta que se consigui6 una confluencia celular de, al menos,
el 80-90%. Una vez alcanzado, se elimind el medio de cultivo, se lavo con PBS
estéril (GIBCO Invitrogen Corporation, Paisely, UK®) y se incubd 5 minutos a
37°C con tripsina 1 (0,05%) (GIBCO Invitrogen Corporation, Paisely, UK®).

La tripsina 1 se neutralizo y afiadimos medio de cultivo para MSC. Para aumentar
la celularidad, se sembraron de nuevo a una concentracién de 5.000 células/cm?2

en matraces mas grandes, hasta el pase 10 (P10).
Los resultados obtenidos mostraron que a partir del material y utilizando métodos

de digestion enzimatica es posible aislar células con las caracteristicas esenciales

de las DPSC; y morfologia fibroblastoide, alargada y aplanada.
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4.2.4 Caracterizacion y diferenciacién

Se aislaron células para su caracterizacion inmunofenotipica e induccion a la
diferenciacion en varios pases (1, 3, 6 y 10) para comprobar su capacidad

osteoblastica.

Se cultivaron en las mismas condiciones dos muestras paralelas (a 37°C, 5% de

CO2 y humedad >90%): una para diferenciacion a osteoblastos y otra control.

El medio para diferenciacién osteogénica (NH Osteodiff Médium, Miltenyi,
Bistec, Germany) contenia p-glicerol fosfato, acido ascérbico-2-fosfato,
dexametasona y SBF. Los cultivos se mantuvieron 10 dias y cada 3-4 se cambio
el medio. A continuacion, se lavaron con PBS y se fijaron durante 10 minutos con
Merck KGaA, Darmstadt, Germany (etanol frio (70%)).

Para demostrar la diferenciacion a osteoblastos, se observé la actividad fosfatasa
alcalina gracias a la tincion durante 20-30 minutos con NBT/BCIP (Nitroblue
tetrazolium chloride 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, Roche, Basel,

Switzerland); y se contrastd durante 2 minutos con hematoxilina (1 mL) (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany).

4.3 MATRICES TRIDIMENSIONALES O SCAFFOLDS
Utilizamos OsteoBiol® Gen-Os®, sustituto 6seo de 250-1000 micras, en grano. Es

de origen bioldgico (porcino) y esta basado en hidroxiapatita (HA) y colageno tipo I. Su

composicién es un 80% hueso esponjoso y un 20% cortical.

44 MODELO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

4.4.1 Disefio experimental, animalesy grupos

En el disefio experimental se utilizaron 40 ratas macho adultas (n=40) distribuidas

en grupos segun la siguiente tabla(Tabla 8):
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Tabla 8. Distribucion de los animales.

Membrana | Sustituto dseo
Grupo Subgrupo | Defecto 6seo | OsteoBiol® OsteoBiol® |DPSC| Sacrificio
Evolution® Gen-Os®
SHAM N=4 No No No No 3 meses
A (n=6) Si Si No No 3 meses
Grupo C B (n=6) Si Si No No 6 meses
A (n=6) Si Si Si No 3 meses
Grupo G*M | g (n—6) | i Si Si No |6 meses
A (n=6) Si Si Si Si 3 meses
Grupo G*M+*S | g (4-¢) Si Si Si Si 6 meses

4.4.2 Técnica anestésica

Los animales fueron anestesiados con una inyeccion de 75 mg/kg de Ketolar®
50mg/mL Parke-Davis Grupo Pfizer (cloruro de ketamina); 50 mg/kg de Valium®
10mg/2mL Roche Farma S.A. (diazepam) y 20 mg/kg de B/BRAUN 1 mg

(atropina) a nivel intraperitoneal.

4.4.3 Técnica quirdrgica

La intervencion quirurgica tuvo lugar sobre tablas calefactadas de microcirugia,
paraevitar la pérdida de calor. El animal de experimentacion se colocé en decubito
supino y se sujetaron las extremidades, exponiendo por completo el campo

quirdrgico.

Se utilizd, en todo momento, instrumental estéril y campana de flujo laminar; y se
respetaron estrictas condiciones de asepsia. EI campo quirdrgico se preparo
rasurando la piel del animal y administrando Betadine, Asta Medica® (solucién

antiséptica de povidona yodada).
El abordaje que se realizé fue submandibular, y se accedié al angulo y a la rama

ascendente de la mandibula derecha. Se realiz6 un defecto éseo circular de 4,8

mm de didmetro (tamafio critico).
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Las osteotomias se realizaron con irrigacion de suero fisiolégico continuada y

utilizando un micromotor eléctrico, con fresa trefina de 4,8 mm(Figura 1).

Figura 1. Acceso a la cresta de insercion. Ostectomia circular con fresa trefina.

Las heridas se suturaron por planos (con sutura reabsorbible para el plano

muscular y no reabsorbible en la piel).

Los materiales utilizados por grupos se resumen en la Tabla 9:

Tabla 9. Distribucién de materiales empleados en cada uno de los grupos.

Relleno del defecto | Ninguno Relleno con OsteoBiol® Relleno con OsteoBiol® Gen-
Gen-Os® (sustituto 6seo en | Os® (sustituto 0seo en grano
grano de 250-1000 micras. | de 250-1000 micras.

Biomateriales Membrana OsteoBiol® Membrana OsteoBiol® Membrana OsteoBiol®

utilizados para Evolution® de Smm de | Evolution® de 5 mm de Evolution® de 5 mm de lado.

. lado. Modelada con tijeras | lado. Modelada con tijeras | Modelada con tijeras estériles;
cubrir el defecto
estériles; posteriormente | estériles; posteriormente posteriormente fue hidratada
fue hidratada con solucion | fue hidratada con solucién | con solucion fisiologica tibia,
fisiologica tibia, estéril. fisiologica tibia, estéril. estéril.

Material biolégico No No DPSC obtenidas a partir de

molares de rata.
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Estos procedimientos se resumen en la Figura 2:

Figura 2. Procedimientos en los tres grupos: Grupo C, Grupo G+M, Grupo G+M+S.

Se realiz6 un seguimiento clinico postquirdrgico de los animales, en el que se
analizd su estado general, la apariencia de la herida y la zona intervenida, la
presencia de exudado o sangrado; y el rechazo de los biomateriales o0 membranas

empleados, asi como posibles cambios degenerativos por lesion del diente.

Al finalizar la experimentacion (a los 3 y 6 meses), los animales fueron
sacrificados y se obtuvieron las muestras: se extrajo sangre total por puncion
adrtica, se extirparon las hemimandibulas (en bloque) y se procedié a la recogida

de tejido(Figura 3).

Figura 3. Hemimandibulas recién extirpadas: se observa el defecto realizado con la trefina.
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En las piezas se identifican las zonas donde se provocaron las lesiones.

- Eltejido se introdujo en nitrégeno liquido y se conservo a -80°C (en tubos

de criocongelacion).

- Las hemimandibulas se sumergieron en formaldehido 3,7-4,0% p/v

tamponado a pH=7.

- Y las muestras sanguineas, obtenidas por puncion aortica, se
centrifugaron 20 minutos a 4°C, a 4500 rpm. Se extrajo el suero y tras

dividirlas de forma proporcional, fueron congeladas a -80°C.

4.4.4 Comprobacion de la viabilidad celular

Como las DPSC son transportadas de un laboratorio a otro, comprobamos que las
células implantadas son viables. Para ello, conservamos un volumen pequefio de
células implantadas, se traslada de nuevo al laboratorio y se vuelven a sembrar. Si

hay células vivas, proliferaran y se adherirén a la placa.

4.45 Estudio radiologico

Antes del sacrificio, dos animales de cada grupo, fueron sometidos a valoracion

radioldgica por tomografia (CT) a los 3 y 6 meses.

Se llevo a cabo un estudio densitométrico sobre la zona del defecto 6seo para

valorar su evolucidn.

Las imagenes obtenidas por radiologia se transfirieron al ordenador y fueron
digitalizadas segun niveles de grises (16 bits). EI programa utilizado fue FI1JI, de
codigo abierto, “paquete de procesamiento de imagenes” (“distribucion de
IMAGE-J con complementos afiadidos para el analisis de imagenes”) en su

version para Windows.
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4.4.6 Estudio histologico

4.4.6.1 Procesado de la muestra

A. Material (Tabla 10):

Tabla 10. Material para el procesado de las muestras.

Acido nitrico

Agua destilada

FEtanol absoluto

Xilol

Parafina

Micrétomo de rotacion (Micron HM 350 S. Thermo
Scientific. Germany)

Portaobjetos

Cubreobjetos

B. Preparacion de las soluciones:

Solucion de Acido Nitrico al 5 %. Se toman 5 ml de 4cido nitrico y se
diluyen en 95 ml agua destilada.

Soluciones de etanol al 50%, 70%, 80% y 95%. Se toman 50, 70, 80 y 95

ml de etanol absoluto y se mezclan con 50, 30, 20y 5 ml, respectivamente,
de agua destilada.

C. Procedimiento (Tabla 11):

Tabla 11. Procedimiento de preparacion de las muestras para su estudio histologico.

Decalcificacion del Se introduce la muestra en solucién de dcido nitrico al 5%, en una relacion volumétrica de 1/20 como

hueso minimo, a 25°C durante 24 horas. Después se aclara el acido con en agua destilada.

Deshidratacién Se elimina el agua de la muestra mediante inmersién en soluciones de etanol de concentraciones

RC) I e ira crecientes, 50%, 70%, 80%, 95% y absoluto. La muestra se tendra una hora en cada solucion a fin de que
la deshidratacion se produzca de lentamente, evitando deformidades.

Aclaramiento o Después se procede a la sustitucion del etanol mediante inmersion en una sustancia miscible tanto en el

diafanizacion etanol como en la parafina, se emplea el xilol o xileno. Se mantendr el bafio una hora a temperatura
ambiente.
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Inclusién y formacion La muestra se introduce en parafina fundida a 60°C, se coloca la muestra en la estufa a 60°C hasta un

de bloques en parafina maximo de 6 horas, en dependencia del grosor de la muestra. Luego se coloca la muestra, orientandola,

en un molde con parafina fundida y se deja solidificar a temperatura ambiente para formar el bloque.

Obtencion de los cortes | Se obtienen cortes de entre 4 y 6 micras con microtomo, se¢ mantienen en un bafio termostatizado con
agua tibia, los cortes se extienden con cuidado, para evitar que se formen arrugas y se recogen con un

portaobjetos desengrasado cubierto por una capa de adhesivo de Mayer.

Tincion de los cortes Se desparafinan los cortes con xilol a 58°C durante 15°. Después se rehidratan en solucion alcohélica de
concentracion decreciente, comenzando por etanol absoluto seguido del de 95%, 80%, 70% y 50%,
durante 30", seguidamente se aclarara 30"" en agua destilada y se procede a la tincion con hematoxilina y

eosina.

Preparacion final Se deshidrata con alcoholes de gradacion creciente, se aclara con xilol y se pega un cubreobjetos con una

gota de adhesivo bilsamo de Canada, con un indice de refraccion similar al del vidrio.

D. lio histoléai .

Se observan las muestras al microscopio dptico.

5 RESULTADOS

51 OBTENCION DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE PULPA
DENTAL (DPSC)

Las DPSC se obtuvieron con éxito a partir de la camara pulpar de los molares de 4

ratas (n=2 pulpas por extraccion)(Figura 4).

Figura 4. Extraccion de las pulpas.
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5.1.1 Estudio de la proliferacion celular

Tras la disgregacion enzimatica del material, las DPSC se sembraron hasta
confluir (aproximadamente 10 dias). A las 2 horas de obtener las células, la
densidad era baja; a las 24 horas empiezan a contactar y proliferar; y a la semana
alcanzan un 70% de confluencia. En 10 dias se consigue el 100% de confluencia,

momento en el que se obtiene la linea celular (pase 1).

Se analizo la actividad fosfatasa alcalina en diferentes pases (1, 3, 6 y 10) para
comprobar la diferenciacion osteoblastica y se realizaron sucesivos cultivos para

obtener mas células.

52 RESULTADOS IN VIVO EN EL MODELO DE EXPERIMENTACION
ANIMAL

5.2.1 Cirugia

Se intervinieron 40 animales, provocando 36 lesiones mandibulares. Ningln
animal muri6 en el postoperatorio, ni sufrié fracturas. En todos los grupos, el
estado general de los animales ha sido favorable, salvo una ligera tumefaccion de
partes blandas por la osteotomia, resuelta espontaneamente. Se obtuvieron 36

lesiones aptas para estudio, siendo su distribucion la de la Tabla 8.

5.2.2 Comprobacion de la viabilidad celular en los implantes

Tras la cirugia, los restos de los viales se sembraron en placas. En unos dias

aparecieron células pegadas a la placa, por tanto, células viables y proliferando.

5.2.3 Andlisis radioldgico

Todas las imégenes tomadas fueron aptas para el estudio. En este trabajo solo
mostraremos la imagen radiologica de un defecto del grupo C a los 3 y 6 meses
para valorar la curacion a distintos tiempos. El area de estudio se define como un

circulo de 4,8 mm de diametro. Los resultados se recogen en la Tabla 12:
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Tabla 12. Evidencias radioldgicas en el Grupo C a los 3 y 6 meses.

3 meses 6 meses
Grupo C No se evidencian signos | No se evidencian signos de curacion.
(sin tratamiento) | de curacion. Transformacion degenerativa dentaria.

No se aprecian cambios a los 3 meses(Figura 5):

Figura 5. Imagen radioldgica de un defecto del grupo C a los 3 meses.

Visualizamos los cambios a los 6 meses(Figura 6):

Figura 6. Imagen radioldgica de un defecto del grupo C a los 6 meses. Flecha roja: transformacién

degenerativa dentaria.
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5.2.4 Estudio histoldgico

A continuacion, las imégenes histoldgicas del grupo C(Figura 7):

Grupo C (3 meses) Grupo C (6 meses)

Figura 7. Reaccion fibrosa de una lesion sin tratamiento.

En las siguientes imagenes apreciamos los cambios en los grupos G+M; y G+M+S

a los 3 meses(Figura 8):

A. Grupo G+M (3 meses)

B. Grupo G+M+S (3 meses)

A ¥
‘ \
- i » -

Figura 8. Hematoxilina/eosina del defecto 0seo a Ios tres meses.
A) Grupo G+M. Inflamacién cronica.
B) Grupo G+M+S. Osteogénesis. Flechas negras: osteoblastos incluidos en el osteoide.

Por ultimo, los cambios histolégicos de los grupos G+M; y G+M+S a los 6

meses(Figura 9):
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Figura 9. Hematoxilina/eosina del defecto 6seo a los seis meses.
A) Grupo G+M. Inflamacion crénica.
B) Grupo G+M+S. Osteogénesis.

Los resultados se resumen en la Tabla 13:

Tabla 13. Resultados del estudio histoldgico en los diferentes grupos.

Tratamiento | No. Defecto vacio, | Si. Defecto relleno con Si. Defecto relleno con OsteoBiol®
cubierto con OsteoBiol® Gen-Os® (sustituto | Gen-Os® (sustituto dseo en grano) y
membrana Oseo en grano) y cubierto con DPSCs (material biologico).
OsteoBiol® membrana OsteoBiol® Cubierto con membrana OsteoBiol®
Evolution®. Evolution®. Evolution®.

Resultados a | Reaccion fibrosa. Distinguimos los bordes de la Gran celularidad. Se evidencian

los 3 meses | No hay signos de lesion. Se observan particulas de | osteoblastos activos y, en algunas
regeneracion 6sea | biomaterial y componente zonas, trabéculas dseas neoformadas
(Figura 7). inflamatorio crénico. Sin signos | rodeando al biomaterial. En las

de regeneracion (Figura 8A).

lineas de osificacion se aprecian
osteocitos y zonas con células
precursoras osteobldsticas y
osteoblastos parcialmente incluidos
en el osteoide, al que van
calcificando. Existe
osteoclastogénesis sobre el

biomaterial. Hay gran actividad

osteoformadora (Figura 8B).
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Resultados a | Reaccion fibrosa Seguimos observando particulas | Observamos regeneracion 0sea

los 6 meses | que desborda los de biomaterial que estan completa en la zona tratada con
margenes del encapsuladas en una matriz DPSC, con un hueso bien
defecto. Sin signos | fibrética. No hay sefiales de organizado, bien vascularizado y con
de regeneracion 0sea | formacion de hueso y hay una estructura lamelar rodeada de
(Figura 7). componente inflamatorio cronico. | canales haversianos (Figura 9B).

No presenta signos de

regeneracion (Figura 9A).

6 DISCUSION

En la actualidad, estd aumentando la patologia asociada a la pérdida de masa 6sea y
las fracturas por fragilidad(18,19). Ademas, un porcentaje importante de ellas (entre el 5
y el 50%) no evoluciona favorablemente de forma espontanea y requiere tratamiento
quirurgico(20).

Conocemos ya las ventajas e inconvenientes de los diferentes injertos; y se ha
justificado que su futuro terapéutico pasaria por el empleo de materiales aloplasticos
biocompatibles que supongan los minimos inconvenientes y los maximos beneficios para
el paciente. Al mismo tiempo, el uso combinado de las MSC, cada vez mas accesibles, y

estos materiales podria favorecer la regeneracion tisular y aceleraria los procesos.

La ingenieria del tejido dseo requiere la combinacién de factores osteoinductivos,
células osteoprogenitoras, una matriz que de soporte y un adecuado aporte sanguineo(49).

Es aqui donde hemos observado que las DMSC juegan un papel fundamental.

Con este estudio experimental hemos querido evaluar ese nivel de implicacion de
cada uno de estos materiales en la regeneracion de un defecto mandibular critico en rata.
Se han analizado resultados obtenidos con dos tipos de biomateriales: membrana
OsteoBiol® Evolution® (basada en fibras colagenas densas) y OsteoBiol® Gen-Os®
(sustituto 6seo de elevada osteoconductividad); y en qué medida el proceso se ve

favorecido por el uso de DPSC sobre el scaffold.
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Los modelos animales son un paso esencial en el ensayo de nuevos materiales
regenerativos y, en ellos, el defecto dseo experimental debe ser lo suficientemente grande
para evitar la regeneracion espontanea. Para lograr ese umbral de no regeneracion se ha
investigado en varios ensayos con animales. Los modelos animales basados en lesiones
de tamafio critico son validos para estudiar defectos 6seos en diferentes localizaciones
como el craneo o la mandibula. Un defecto critico se define como el que regenerara menos
del 10% de hueso durante la vida del animal(50) y en la mandibula de rata sera un area
de méas de 4 mm de diametro(51). Se han descrito modelos experimentales basados en
mandibula de rata para la regeneracion ésea, porque los defectos ocasionados no
mostraron regeneracion espontanea y, por tanto, son validos para estudiar materiales de
formacion oOsea y sustitutos(52,53). De esta forma, el modelo experimental utilizado en
nuestro estudio es Optimo para investigar la eficacia de las DPSC en la osteogénesis.

Ademas, consideramos que es reproducible, tiene un alto rendimiento y es econdémico.

Hemaos observado que el acceso a la pulpa dental es facil y la extraccion de DPSC es
altamente eficiente. En el afio 2003, las DPSC se caracterizaron por medio de marcadores
especificos de MSC(54), observando su capacidad de autorregeneracion, diferenciacion
amultiples linajes y su capacidad clonogénica; hallando DPSC capaces de formar dentina
asociada con tejido pulpar in vivo. Otro estudio confirma la diferenciacion de DPSC en
odontoblastos al ser estimuladas por proteinas morfogenéticas 6seas(55), y también ha
sido demostrado su co-diferenciacion en osteoblastos y endoteliocitos(56). Ademas, las
DPSC pueden sobrevivir largos periodos, sin observarse signos de senectud(57,58). Por
lo tanto, son células ideales para el estudio por su gran capacidad de diferenciacion y su

interaccion con biomateriales.

Se evaluaron 4 grupos: un grupo control, otro con el defecto sin tratar y dos bajo
tratamiento y se realizaron 40 intervenciones quirdrgicas, obteniendo un defecto
mandibular apto para el estudio en 36 de las ratas. El resto pertenecia al grupo control

(n=4). Ninguna de las intervenciones presentd complicaciones.

En la siguiente tabla quedan resumidos la distribucion de grupos y materiales; y los

resultados extraidos(Tabla 14):
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Tabla 14. Resumen de materiales y resultados por grupos.

* Transformacion
degenerativa

dentaria

ausencia de tejido.

Grupo C Grupo G+M Grupo G+tM+S
Tratamiento No OsteoBiol® Gen-Os®. | OsteoBiol® Gen-Os® y DPSC.
Cambios 3 meses | * Reaccion fibrosa. + Se distinguen los * Gran celularidad.
histolégicos * Sin regeneracion. bordes de lalesion. | * Osteoblastos activos.
* Se observan * Nuevas trabéculas 6seas rodeando al
particulas del biomaterial.
biomaterial. * Osteocitos en lineas de osificacién.
+ Componente * Células precursoras osteobldsticas en
inflamatorio crénico. algunas zonas.
* Sin regeneracion * Osteoblastos parcialmente incluidos en
el osteoide, al que van calcificando.
* Osteoclastogénesis sobre el biomaterial.
6 meses | * Reaccion fibrosa. * Particulas de * Regeneracion completa del hueso.
* Sin regeneracion. biomaterial en una * Hueso organizado y bien vascularizado.
matriz fibrética * Estructura haversiana.
(encapsuladas).
* Componente
inflamatorio erénico.
* Sin regeneracion.
Cambios 3 meses | No hay signos de No hay datos No hay datos radioldgicos por ausencia de
radiolégicos curacion. radiolégicos por tejido.
ausencia de tejido.
6 meses | * No hay signos de No hay datos No hay datos radiologicos por ausencia de
curacion. radiolégicos por tejido.

En el grupo C sélo cubrimos con OsteoBiol® Revolution®. Histologicamente, se

advierte una formacion fibrética (coadgulo) como consecuencia de la liberacion de

mediadores inflamatorios tras el defecto provocado, sin apreciarse signos de regeneracion

en ninglin momento(Figura 7). Las mandibulas de dos animales de este grupo también

se analizaron con pruebas radioldgicas en las que no se observan signos de curacion a los

3 meses. Como consecuencia de la hipoxia continuada en los osteocitos que bordean la

lesion (no llegan capilares), mueren y se necrosan, produciendo una degeneracion

dentaria que se aprecia muy bien en la Figura 6.
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Los defectos mandibulares de los animales de los grupos G+M y G+M+S si han sido
tratados (Figura 8 y Figura 9). El primero Gnicamente con OsteoBiol® Gen-Os®; y el
segundo con sustituto 6seo y DPSC. Histoldgicamente, las diferencias son muy evidentes.
En el grupo G+M distinguimos, a los 3 meses, material necrdtico (acelular) que se
corresponde con el borde hipoxico de la lesion, mientras que en el grupo G+M+S ya hay
alta celularidad. A este tiempo, también se aprecian, en ambos grupos, particulas de
biomaterial, que en el caso del grupo G+M+S empiezan a ser rodeadas por trabéculas de
matriz osteoide donde se incluyen algunos osteoblastos (que la empiezan a calcificar). El
grupo G+M presenta abundante componente inflamatorio cronico rodeando el
biomaterial. En este grupo, ademas, no se detecta actividad osteogénica ni a los 3, ni a los
6 meses. Por otra parte, en el grupo G+M+S se objetivan, ya desde los 3 meses, células
precursoras de osteoblastos, osteocitos maduros en las lineas de osificacion y actividad
osteoclastica que reabsorbe el biomaterial. A los 6 meses, tenemos una estructura 6sea
organizada, hay regeneracion completa y estructura haversiana bien vascularizada.
Obtenemos hueso adulto, que mantiene las dimensiones originales. El nivel de actividad
osteogénica en el grupo G+M+S estaria, por tanto, vinculado directamente a la accion de
las DPSC, la tnica variable que difiere del grupo G+M que a los 6 meses no habia iniciado
siquiera laregeneracion. Como ya adelantdbamos, se confirma que en los defectos criticos
no hay evidencia de actividad osteogénica sin tratamiento quirdrgico y terapia celular, de
tal modo que se confirma que en estas condiciones es necesario contar con material

celular suficiente y con alta capacidad osteogénica.

La co-diferenciacion de las DPSC en osteoblastos y endotelocitos es la que consigue
la integracion completa de los vasos sanguineos dentro de las lineas de osificacion,
Ilevando a la formacién de tejido éseo vascularizado(56). Un ensayo clinico de 2019(59)
demuestra que estas células producen vesiculas extracelulares (VE) que contienen pro-
angiogénicos (factores como VEGF, angiopoyetina o angiogenina). Por otro lado, el
propio biomaterial OsteoBiol® Gen-Os® también tiene un pontencial angiogénico mayor
que otros materiales sintéticos, al favorecer la secrecion de VEGF(60). Estas propiedades

hacen que no sea necesario recurrir a otros factores exdgenos de crecimiento vascular(60).

Parece demostrado, por tanto, que las DPSC son el elemento principal del proceso
osteogénico que, ademas, completan en un periodo de tiempo de 6 meses. Las matrices

aloplasticas quedarian en un segundo plano como mero facilitador de las funciones
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celulares, aunque es basico que utilicemos las mas adecuadas, porque servira de soporte
celular y facilitara la regeneracion con factores osteoinductivos. Cada sustituto 6seo
posee unas propiedades diferentes y OsteoBiol® Gen-Os® parece ofrecer las mejores
garantias para la osteogénesis. De hecho, un ensayo reciente(61) demuestra que la
proliferacion y reclutamiento de MSC es mayor con Gen-Os®, que con otros aloplasticos
como Bio-Oss®. También, OsteoBiol® Gen-Os®, de origen bioldgico, provoca menos
reaccion inflamatoria que otros biomateriales sintéticos como Bonelike®(62). De hecho,

en nuestras muestras con Gen-Os®, apenas apreciamos células inflamatorias.

Parece correcto afirmar que las propiedades de los diferentes elementos empleados
en la regeneracion de defectos 0seos, favorecerian una correcta osteogénsis utilizados
conjuntamente. Actuarian como un sustituto 6seo ideal, permitiendo que el hueso se

regenere manteniendo todas sus caracteristicas.

7 CONCLUSIONES

Nuestro estudio experimental demuestra que la combinacién de DPSC con
OsteoBiol® Gen-Os®, como sustituto 6seo y la membrana OsteoBiol® Revolution®,
completa con éxito la regeneracion 6sea de defectos criticos mandibulares en rata, sin
presentar complicaciones. Esta conclusion se apoya en la gran capacidad osteogénica y
angiogénica de las DPSC y la alta concentracidn de factores osteoinductivos que contiene
el biomaterial. Podria establecerse como la combinacion ideal en el tratamiento de
defectos dseos, pero se debe continuar investigando en mecanismos de accién, dosis

terapéuticas y otras posibles variables que puedan alterar los resultados.

Si los estudios con animales contintan siendo favorables, debemos dar el siguiente
paso y verificar en investigaciones en humanos si los resultados extraidos del modelo
animal son reproducibles y seguros. Aunque los datos obtenidos hasta ahora son
prometedores, nuestras futuras investigaciones revelaran si se pueden trasladar a seres

humanos.
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