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RESUMEN

Introduccion: los defectos dseos de tamafio critico (DOTC) pueden dificultar la
rehabilitacion funcional y estética mediante el tratamiento con implantes dentales en
pacientes sanos. La presencia de enfermedades sistémicas como la diabetes o la
osteoporosis pueden complicar ain mas la regeneracion de los DOTC. En estos casos,
pueden ser utiles los injertos de células madre mesenquimales de la médula 6sea (CMM-
MO) y de la bola adiposa de Bichat (CMM-BAB) cultivadas en biomateriales. Objetivo:
el objetivo de este estudio es comparar la formacién de nuevo hueso en los defectos 6seos
de tamafio critico en la sinfisis mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y
diabéticas-osteopordticas tras el tratamiento con bioceramicas (BCs) con o sin CMM-
MO/CMM-BAB. Materiales y Métodos: un total de 96 ratas Sprague-Dawley hembras
fueron aleatorizadas en cuatro grupos (n=24 por grupo): grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas,
grupo 3 osteoporoticas y grupo 4 diabéticas con osteoporosis. Se utiliz6 estreptozotozina
para inducir diabetes tipo 1 en los grupos 2 y 4 mientras que se realizO ovariectomia
bilateral para inducir osteoporosis en los grupos 3 y 4. El area central de la sinfisis
mandibular del roedor fue usada como DOTC. En cada grupo, ocho defectos fueron
operados tnicamente con BCs (hidroxiapatita al 60% y p-fosfato tricalcico al 40%), otras
ocho lesiones fueron intervenidas con CMM-MO cultivadas en BCs y las ocho restantes
se trataron con BCs y CMM-BAB. Los animales fueron sacrificados a las 4 y a las 8
semanas para evaluar la regeneracion ésea a corto y largo plazo y, posteriormente, las
mandibulas fueron procesadas mediante microtomografia computarizada para analizar el
grado de union 6sea radioldgica y la densidad mineral 6sea (DMO); analisis histoldgico
de la unién del hueso y analisis inmunohistoquimico, que incluia inmunorreactividad del
factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV) y de la proteina morfogenética 0sea 2
(BMP-2). Resultados: en todos los grupos (sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas
con osteoporosis), los DOTC que fueron tratados con BCs + CMM-BAB mostraron
mayor unién 6sea radioldgica, densidad mineral dsea, union dsea histoldgica y mayor
positividad de FCEV y BMP-2 que aquellos tratados con BCs + CMM-MO vy, a su vez,
este ultimo subgrupo reveld valores superiores a los tratados Gnicamente con BCs tanto a
las 4 como a las 8 semanas con diferencias estadisticamente significativas. Conclusiones:
La aplicacion de las CMM-BAB cultivadas en las BCs bifasicas mejora la regeneracion
6sea de los DOTC en comparacion con el tratamiento de CMM-MO junto a BCs y que
aquellos regenerados con BCs Unicamente. Relevancia clinica: los resultados de este

estudio pueden ayudar a la rehabilitacion funcional y estética de pacientes sanos,



diabéticos, osteoporoticos y, sobre todo, a aquellos que manifiestan ambas enfermedades
de manera concomitante para tratar defectos dseos de tamafio critico aunque futuros

estudios seran necesarios con el fin de disponer de una mayor evidencia cientifica.

Palabras claves: bioceramicas, células madre mesenquimales de la médula dsea, células
madre mesenquimales de la bola adiposa de Bichat, sinfisis mandibular, regeneracién

Osea, osteoporosis, diabetes.



SUMMARY

Background: crititcal-sized bone defects (CSBDs) can hamper functional and aesthetic
treatment with dental implants in healthy patients. Systemic diseases such as diabetes or
osteoporosis can further complicate the regeneration of CSBDs. For that reason, bone
marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and buccal fat pad mesenchymal stem cells
(BFPSCs) cultivated in biomateriales may be useful. Objective: to compare new bone
formation in rat mandibular symphysis critical-sized defects (CSBDs) in healthy,
diabetics, osteoporotics, and diabetics-osteoporotics rats filled with bioceramics (BCs)
with or without bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and buccal fat pad
mesenchymal stem cells (BFPSCs). Materials and Methods: A total of 96 adult female
Sprague-Dawley rats were randomized into four groups (n=24 per group): Group 1
healthy, Group 2 diabetics, Group 3 osteoporotics, and Group 4 diabetics-osteoporotics
rats. Streptozotocin was used to induce type 1 diabetes in Group 2 and 4, while bilateral
ovariectomy was used to induce osteoporosis in Group 3 and 4. The central portion of the
rat mandibular symphysis was used as a physiological CSBD. In each group, eight defects
were filled with BCs (hydroxypatatite 60% and B-tricalcium phosphate 40%) alone,
another eight with BMSCs cultured on BCs and the remaining eight were filled with BCs
and BFPSCs. The animals were sacrificed at 4 and 8 weeks, and the mandibles were
processed for micro-computed tomography to analyze radiological union and bone
mineral density (BMD); histological analysis of the bone union; and
immunohistochemical analysis, which included immunoreactivity of vascular endothelial
growth factor (VEGF) and bone morphogenetic protein 2 (BMP-2). Results: In all groups
(healthy, diabetics, osteoporotics, and diabetics-osteoporotics), the CSBDs filled with
BCs + BFPSCs showed greater radiological bone union, BMD, histological bone union,
and more VEGF and BMP-2 positivity than those CSBDs treated with BCs + BMSCs
and, in turn, this last revealed higher values than those treated with BCs alone (at 4 and 8
weeks) with statistically significant differences. Conclusions: Application of BFPSCs
cultured on biphasic BCs improves bone regeneration in CSBDs compared with treatment
of BMSCs with BCs and that those regenerated with biphasic BCs alone in healthy,
diabetics, osteoporotics, and diabetics-osteoporotics rats. Clinical relevance: The results
of this study can help the functional and aesthetic rehabilitation of healthy, diabetic,
ostoeoporotic and, above all, those who manifest both diseases concomitantly; although

future studies will be necessary in order to have more scientific evidence.



Key words: bioceramics, bone marrow mesenchymal stem cells, buccal fat pad
mesenchymal stem cells, mandibular symphysis, diabetes, osteoporosis, bone

regeneration.
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Introduccién

1, INTRODUCCION

1.1. REGENERACION OSEA
1.1.1. Definicion

La regeneracidon 6sea es un proceso fisioldgico, complejo que supone la formacién
de hueso manifestandose durante la cicatrizaciéon normal de las lesiones dseas y esta
implicado en la continua remodelacion del hueso durante la vida adulta (Eap y cols.,
2015). Existen situaciones clinicas en las cuales se requieren grandes cantidades de
estructura Osea, tales como los defectos 6seos causados por la cirugia resectiva de
tumores, traumatismos, infecciones, anomalias congénitas y enfermedades 6seas, entre
otros desordenes, o bien, aquellos defectos en los que la regeneracion Gsea se encuentra
comprometida, esto es, en casos de osteonecrosis, pseudoartrosis, osteoporosis o diabetes
(Cheng y cols., 2013; Shang y cols., 2014; Wang y cols., 2014; Eap y cols., 2015; Kim y
cols., 2017). Del mismo modo, diversos eventos traumaticos causan pérdida del hueso
alveolar, entre los que destacan la pérdida de dientes, neumatizacion de los senos
paranasales, enfermedad periodontal, traumatismos dentoalveolares, quistes y tumores
odontogenicos y no odontogénicos y lesiones orales patoldgicas, entre otras afecciones
(Tolstunov y cols., 2019). Todo ello supone un reto para el campo de la cirugia oral y
maxilofacial y de la ortopedia ya que las estrategias que estimulan la curacion dsea para
reducir o tratar las complicaciones subyacentes estan adquiriendo una notable
importancia, debido al aumento de la esperanza de vida y al envejecimiento de la
poblacion mundial (Hashemibeni y cols., 2014; Romagnoli y cols., 2014; Wang y cols.,
2014; Eap y cols., 2015; Jin y cols., 2019).

1.1.2. Tratamiento

El tratamiento clinico de los defectos dseos de tamafio critico (DOTCs), es decir,
aquellos defectos con la minima longitud que no pueden cicatrizar espontdneamente y
que resultan en la formacion de tejido conjuntivo fibroso en lugar de tejido 6seo cuando
no se aplica ningin tratamiento, constituye el principal desafio para la cirugia
reconstructiva, teniendo en cuenta que la regeneracion 6sea espontanea esta limitada a los
defectos de tamafio reducido, como es el caso de la regeneracion ésea del hueso alveolar
posterior a una extraccion dental (Chengy cols., 2013; Song y cols., 2015). Sin embargo,

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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Introduccién

las lesiones Oseas que superan el tamafio critico son dificiles de curar espontaneamente y
muchos de estos casos acaban en cuadros de pseudoartrosis. Los mecanismos bioldgicos
de la osteogénesis, la osteoconduccion y la osteoinduccion pueden ser usados para
optimizar los enfoques terapéuticos con el fin de obtener un aumento del hueso. Algunos
0 todos de los siguientes principios son usados para mejorar los resultados de la
regeneracion ésea. La osteogénesis supone la trasferencia directa de las células vitales
originadas desde el material del injerto 6seo al area donde se formara nuevo hueso. La
osteoconduccion sucede cuando el injerto actia como un andamio para los procesos
bioguimicos y celulares que dardn lugar al establecimiento del nuevo hueso. La
osteoinduccion favorece la estimulacion de las células mesenquimales para diferenciarse
en osteoblastos con la subsecuente formacion de hueso (Kim y cols., 2015; Baldwin y
cols., 2019). Actualmente, los enfoques terapéuticos establecidos clinicamente para este
tipo de defectos incluye el uso de injertos de origen natural, tales como injertos de hueso
autdlogo, alogénico y xenogénico o de origen sintético, como los sustitutos 0seos
aloplasticos solos 0 en combinacidon con membranas barreras (Wang y cols., 2014; Eap y
cols., 2015; Song y cols., 2015; Baldwin y cols., 2019). Los injertos de hueso aut6logo y
alogénico actualmente suponen alrededor del 90% de los injertos realizados cada afio,
mientras que los injertos sintéticos o aloplasticos suponen el 10% restante (Weira y
Hockin, 2010).

El autoinjerto representa el “sustituto ideal del tejido 6seo” considerandose el
“gold standard” para las estrategias terapéuticas de regeneracion dsea, por el hecho que
combina todos los componentes esenciales para inducir el crecimiento y la regeneracion
del hueso, ya que consta de células osteogénicas, factores de crecimiento osteoinductivos,
matriz 0sea y el suficiente aporte vascular para producir la formacién de hueso. Ademas,
por la ausencia de rechazo inmunoldgico y las excelentes propiedades de osteogenicidad,
osteoinductividad y osteoconductividad ya que se trata de tejido del propio paciente
(Romagnoli y cols., 2014; Wang y cols., 2014; Roseti y cols., 2017). Este tipo de injerto
puede obtenerse a partir de zonas donantes extraorales e intraorales, siendo preferible esta
Gltima fuente para el tratamiento de defectos Gseos localizados en mandibulas
parcialmente edéntulas (Kim y cols., 2015). Sin embargo, aunque presentan un bajo
riesgo de reaccion inmunoldgica y de trasmision de enfermedades, el injerto autélogo

presenta caracteristicas menos favorables, tal como, el suministro limitado por parte del
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donante ya que se elimina hueso del propio paciente. Otras desventajas son la necesidad
de llevar a cabo una segunda cirugia invasiva aumentando la morbilidad de la zona y el
riesgo de fractura, infeccion, dolor crénico y alteracion estética en el sitio donante. Todo
ello constituye serios inconvenientes que pueden causar el fracaso del injerto
(Hashemibeni y cols., 2014; Romagnoli y cols., 2014; Wang y cols., 2014; Kim y cols.,
2015; Roseti y cols., 2017; Liu y cols., 2019).

Otra alternativa terapéutica es el uso de los aloinjertos obtenidos de cadaveres
humanos o de donantes humanos vivos en la terapia de los defectos 6seos, a pesar de que
la disponibilidad 6sea sea un problema menor y no abarque las complicaciones asociadas
con la obtencidn del injerto, implica ciertos riesgos clinicos, entre los que se encuentran
la transmision de enfermedades, el riesgo de reaccién inmunolégica y la limitada
capacidad para sobrevivir e integrarse a largo plazo después de su implantacién
(Romagnoli y cols., 2014; Wang y cols., 2014; Baldwin y cols., 2019; Liu y cols., 2019;
Bow y cols., 2019). Otro inconveniente importante del injerto alogénico es su escasa
calidad en lo referente a la actividad biologica y a las propiedades mecéanicas que presenta
(Song vy cols., 2015; Wang y cols., 2014; Bow Yy cols., 2019). Del mismo modo, es
necesario destacar que existen numerosos estudios sobre fracasos actuales de autoinjertos

y aloinjertos en muchas condiciones patolégicas (Romagnoli y cols., 2014).

Por otra parte, los xenoinjertos suponen el trasplante de tejido éseo a partir de otra
especie biologica distinta a la humana. Han supuesto una atractiva alternativa a los
injertos de origen humano, principalmente, por los menores costes de fabricacion y
mejora de la disponibilidad del material de origen. Debido a la fuente de origen del
material, el riesgo de trasmision de enfermedades después de la implantacion se reduce
en gran medida puesto que su origen es diferente a la especie humana. No obstante, por
esta razon, existe una mayor probabilidad de rechazo inmunoldgico por la presencia de
elementos y proteinas extrafias. Con el objetivo de amortiguar los efectos derivados del
inconveniente anteriormente comentado, el material es sometido a procesos de
liofilizacion, desmineralizacion y esterilizacién que ocasionan la pérdida de factores
osteoinductivos del injerto xenogénico (Rameshwar y cols., 2015; Bow y cols., 2019).
Actualmente, el material de xenoinjerto mas ampliamente utilizado es de origen bovino;

sin embargo, aquellos derivados de tejido porcino estan demostrando ser una gran
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promesa debido a su arquitectura y similitudes en composicion en comparacion con el

hueso humano (Bow y cols., 2019).

Asi pues, el limitado éxito de los autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos en
algunas situaciones clinicas ha propiciado la investigacién de una amplia variedad de
biomateriales y el desarrollo de diversas terapias clinicas (Romagnoli y cols., 2014;
Wubneh y cols., 2018).

En los ultimos afios, los métodos de la ingenieria tisular dsea han sido
considerados como un nuevo enfoque para reparar los defectos y para conseguir la
regeneracion tisular, constituyendo una alternativa a los injertos dseos (Cheng y cols.,
2013; Hashemibeni y cols., 2014; Shang y cols., 2014; Song y cols., 2015; Wubneh y
cols., 2018). La ingenieria tisular se define como un campo interdisciplinario que aplica
los principios de la ingenieria y de la ciencia de la vida hacia el desarrollo de sustitutos
biologicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular. Junto con las células
madre, los enfoques de la ingenieria tisular se han desarrollado y probado en varias
aplicaciones clinicas, de modo que se usan actualmente para el tratamiento de ciertas
enfermedades y trastornos. En la ortopedia y en la cirugia oral y maxilofacial, la
ingenieria tisular ésea esta considerada como un método prometedor para reemplazar a
los injertos autdlogos y alogénicos tan frecuentemente utilizados en estas areas,
desarrollandose rapidamente en las ultimas dos décadas como resultado de los avances
en la biologia celular y en la investigacion de la ciencia de los materiales (Wang y cols.,
2014; Eapy cols., 2015; Wubneh y cols., 2018). El desarrollo de la ingenieria tisular sea
conlleva implicito un concepto estandar que implica tres factores intimamente
relacionados, estos son: matrices biorreabsorbibles, células madre y factores de
crecimiento. Si bien, Giannoudis y cols., (Giannoudis y cols., 2007) afiaden a este
concepto la idea de “ambiente mecanico”, esto es, la importancia de la estabilidad
mecanica como un factor clave en la curacion del hueso y lo llam6 “el concepto diamante”
gue comprende la presencia de cuatro factores interconectados: matriz osteoinductiva,
células osteogeénicas, factores de crecimiento y estabilidad mecanica (Klima y cols.,
2015). De este modo, dicha ingenieria tisular consiste en la construccién de biomateriales
degradables que constituyan matrices porosas tridimensionales que sirvan como soporte
estructural para el posterior trasplante de células madre mesenquimales que se adhieran,
proliferen y diferencien en la matriz y, en algunos casos, en la incorporacion de factores
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de crecimiento adicionales para controlar el destino celular con el fin de generar y
mantener la regeneracion natural de la estructura 6sea (Weira y Hockin, 2010; Cheng y
cols., 2013; Wang y cols., 2014; Eap y cols., 2015).

Una regeneracion Osea eficiente requiere que las células madre estén sometidas a
una exposicion continua a ciertos factores de crecimiento y durante un amplio periodo de
tiempo, hasta la induccion de la formacion de nuevo hueso (Eap y cols., 2015; Wubneh y
cols., 2018). Estos factores son componentes opcionales de la ingenieria tisular 0sea,
desarrollando una importante funcién en la reparacién de los defectos puesto que
estimulan la osteogénesis y la angiogénesis en las células madre. De entre ellos, los
factores de crecimiento mas utilizados para inducir la formacién de nuevo hueso son la
proteina morfogenética 6sea-2 (BMP-2) y el factor de crecimiento endotelial vascular
(FCEV) (Giannoudis y cols., 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Fundamentos de la ingenieria tisular sea
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En consecuencia, los injertos 6seos compuestos de células madres, matrices
biorreabsorbibles y factores de crecimiento proporcionan, actualmente, una alternativa
competitiva a los injertos de hueso autdélogo (Eap y cols., 2015; Jin y cols., 2019). No
obstante, a pesar de todo lo comentado anteriormente, existen ciertos retos que hacen de
esta ingenieria un proceso con altos costes en lo referente a trabajo, dinero y tiempo
empleado, tal como el procedimiento de cultivo, expansion y mantenimiento celular que
seran explicados mas adelante. La supervivencia celular y la vascularizacion son temas
igualmente desafiantes, especialmente, cuando se intentan crear reconstrucciones 6seas
en defectos de tamafio critico (Wang y cols., 2014). Ademas, es necesario tener en cuenta
que las células humanas son extremadamente sensibles al medio de cultivo y a las sefiales
de estimulacion. La complejidad de la sefializacién con gradientes moleculares
temporales y espaciales y los factores fisioldgicos que afectan a la morfogénesis dsea,
presentan, igualmente, significantes desafios que tendran que ser estudiados mas a fondo
para poder convertir a la ingenieria tisular en un tratamiento que pueda aplicarse
rutinariamente en la clinica con el fin de restablecer un hueso funcional totalmente viable

(Romagnoli y cols., 2014).
1.2. REGENERACION OSEA Y OSTEOPOROSIS
1.2.1. Definicion

La osteoporosis es una enfermedad sistémica cronica del metabolismo éseo que
comprende un grupo heterogéneo de sindromes caracterizada por una reduccion de la
densidad mineral 6sea (DMO), debido al desequilibrio entre la formacion de los huesos
por parte de los osteoblastos y de la reabsorcion 6sea llevada a cabo por los osteoclastos;
esto conlleva al deterioro de la microarquitectura de los huesos, a una baja resistencia
Osea Yy, por tanto, fragilidad 6sea y aumento en el riesgo de fracturas (Paolucci y cols.,
2016; Martinez-Reina y cols., 2019; Tanaka, 2019; Wang y cols., 2019). De este modo,
de acuerdo con la definicion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecida
en 1994, la osteoporosis se define como una condicién patoldgica que esta caracterizada
por una reduccion de los niveles de densidad mineral 6sea de 2’5 de desviacion estandar
de la media del valor de referencia (T-score= -2’5) para un adulto joven de treinta afios
del mismo sexo y raza, medidos en el mismo sitio anatémico y con la misma tecnologia
(Kerschan-Schindl, 2016; Permuy y cols., 2019). Si el contenido mineral del hueso se
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sitla en valores de 1 - 2’5 por debajo de la media, esta condicion se denomina osteopenia.
Es la enfermedad Osea con mas prevalencia en la sociedad occidental y afecta
negativamente a la calidad de vida de los pacientes (Donghyun, 2016; Barry y cols., 2016;
Kerschan-Schindl, 2016; Liu, 2016; Mardas y cols., 2016; Paolucci y cols., 2016; Pei y
cols., 2016; Sun y cols., 2016; Takahashi y cols., 2016; Tao y cols., 2016).

1.2.2. Epidemiologia

El creciente envejecimiento de la poblacion mundial, sobre todo en los paises
desarrollados, resultado de la mejora en salud, bienestar, dieta y otros factores hace que
la prevalencia de la osteoporosis crezca de manera constante, por lo que esta enfermedad
afecta méas frecuentemente a la poblacion en edad avanzada (Barry y cols., 2016; Li y
cols., 2016; Pei y cols., 2016; Takahashi y cols., 2016; Tando, 2016; Zimmermann y cols.,
2016). Ademas de la edad, el sexo femenino es el factor de riesgo mas significativo; de
hecho, el 80% de los pacientes con osteoporosis son mujeres (Pei y cols., 2016). Cabe
destacar que aunque la osteoporosis es mas comun en las mujeres que en los hombres,
sobre todo en el periodo siguiente a la menopausia, el riesgo de mortalidad después de
una fractura es mayor en los hombres osteoporéticos (Donghyun, 2016; Tando, 2016).
Asi, diversos estudios afirman que la osteoporosis en los hombres es promovida por

factores como la edad o el hipogonadismo (Tando, 2016).

Como se comentaba anteriormente, esta enfermedad tiene especial importancia en
los paises industriales por el aumento de la esperanza de vida de sus habitantes gracias a
los avances en la tecnologia médica, pero también en las regiones del planeta donde dicha
esperanza de vida aumenta drasticamente, tales como el sudeste asiatico (Li y cols., 2016).
Por lo que nos respecta, en Europa en el afio 2010 se registrd 27°6 millones de personas
que sufren de osteoporosis, de ellos 22 millones son mujeres y 5’5 millones son hombres,
encontrandose una mayor prevalencia en las mujeres caucasicas postmenospausicas,
como se ha comentado anteriormente (Li y cols., 2016; Mardas y cols., 2016; Kerschan-
Schindl, 2016; Paolucci y cols., 2016). Esto supone, segin recientes estudios, que la
prevalencia de osteoporosis y osteopenia es del 10 y 36% en los hombres de edad entre
60 y 79 afios y de 18’5 y 44°7% en mujeres que se encuentran entre los 40 y los 79 afios
de edad (Paolucci y cols., 2016). Por lo tanto, esta elevada prevalencia se traduce en unos

costes directos/afio de 37 millones de euros (Kerschan-Schindl, 2016). Del mismo modo,
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se espera que su prevalencia aumente significativamente, al igual que la vida util,
duplicando su cifra para el afio 2040 (Permuy y cols., 2019; Martinez-Reina y cols.,

2019). Para contrarrestar esta tendencia, se han desarrollado numerosas terapias
antirresortivas, incluyendo denosumab y bifosfonatos. Estas terapias disminuyen la
reabsorcién osea osteoclastica atenuando el riesgo de fracturas osteoporoéticas en

pacientes menopausicas (Martinez-Reina y cols., 2019).

Esta enfermedad cronica afecta a cualquier hueso del esqueleto, pero son la
columna vertebral, las caderas, las mufiecas, el humero y las costillas los huesos que
presentan una DMO mas baja (Zimmermann y cols., 2016). Por otra parte, las
localizaciones anatomicas que mas comdnmente se fracturan por la fragilidad son los
cuerpos vertebrales, el extremo proximal del fémur, el extremo distal del radio y los

extremos proximales del himero (Kerschan-Schindl, 2016).

Por consiguiente, esta patologia dsea puede ser clasificada en base a dos tipos: la
forma primaria o la forma secundaria. La osteoporosis primaria se caracteriza por una
progresiva pérdida de la mineralizacion 6sea que forma parte de una alteracion en la
fisiologia de las personas de edad avanzada y esta influenciada por los cambios de las
hormonas sexuales. Por otro lado, diferentes patologias y/o el uso de medicaciones
especificas que afectan a la salud de los huesos, puede inducir la osteoporosis secundaria.

Es necesario sefialar que la forma primaria puede inducir osteoporosis secundaria.

De igual modo, la forma primaria de osteoporosis compromete la enfermedad

posmenopausica o senil (tipo I o 11, respectivamente) siendo la forma mas prevalente en
los seres humanos (Pisani y cols., 2016; Permuy y cols., 2019). El tipo | de osteoporosis

tiene lugar en un subgrupo de mujeres posmenopausicas, normalmente en edades
comprendidas entre los 50 y los 65 afios, debido a la deficiencia de estrogenos y la
consecuente reabsorcidn trabecular. La tasa de pérdida 6sea en el primer afio de expresion
de la menopausia es realmente alta para luego continuar con un patron lineal de
aproximadamente 1% de pérdida 6sea por afio (Pisani y cols., 2016; Martinez-Reina y
cols., 2019). En este grupo de mujeres, los patrones de fracturas afectan, principalmente,
a la columna vertebral y a las mufiecas. No hay evidencia de que la pérdida Gsea en si
misma cause ningun sintoma, y por lo tanto, la disminucién progresiva de hueso ha sido

denominada “la epidemia silenciosa” o “el ladron silencioso”. La morbilidad que
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presentan las poblaciones osteoporéticas aumenta segun el tipo de fractura. En la
osteoporosis senil, hay una pérdida del equilibrio tanto de las porciones corticales como
de las trabeculares del tejido 6seo. Las fracturas de la cadera, del extremo proximal del
hamero, la tibia y la pelvis representa fracturas caracteristicas del tipo 1l de osteoporosis
(Pisani y cols., 2016).

En lo relativo a la osteoporosis secundaria, que supone alrededor del 10% de los
casos de enfermedad osteopordtica, se produce como consecuencia de la actuacion de
diferentes factores, tales como el tratamiento con glucocorticoides, desordenes

endocrinos, patologias gastrointestinales, la inmovilizacion fisica a largo plazo y aquellos

derivados del estilo de vida (Permuy y cols., 2019).

En lo referente al campo de la odontologia, la influencia de la deficiencia de los
huesos de la mandibula atrae a investigadores y clinicos por lo que el nimero de estudios
va en aumento cada afio. Algunos estudios epidemiolégicos han demostrado una
correlacion positiva entre la osteoporosis sistémica y algunas condiciones derivadas de la
disminucion de la densidad mineral 6sea de la mandibula tales como cambios visibles en
las imagenes radiograficas de los cortes mandibulares, elevada reabsorcion residual en la
cresta y, en Ultima instancia, la progresion en el nimero de dientes perdidos. Ademas, la
densidad mineral dsea en los céndilos mandibulares humanos medidos mediante
tomografia computarizada, disminuye rapidamente una vez establecida la menopausia y,

a su vez, esta correlacionada con la densidad en las vértebras (Ejira y cols., 2008).

Por todo lo comentado anteriormente, esta enfermedad se ha convertido en un
problema de salud pablica muy importante alrededor del mundo (Donghyun y cols.,
2016). Asi, la necesidad de buscar estrategias en la prevencion y tratamiento de esta
enfermedad cada vez es mayor debido al avance en nuestras sociedades y a la situacion

socioeconomica e individual (Donghyun y cols., 2016; Li y cols., 2016).
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1.2.3. Etiologia

La osteoporosis es una enfermedad multifactorial, aproximadamente el 69-88%
del tejido 6seo y de la calidad del hueso pueden deberse a factores genéticos mientras que
la disminucién de la calidad dsea a lo largo de la vida depende de factores asociados al
estilo de vida (Li y cols., 2016).

En cuanto a los factores genéticos aln no se conocen con total claridad, hasta
ahora se presupone que una gran cantidad de causas que pertenecen al campo de la
epigenética influyen en la osteoporosis, por lo que actualmente existe una intensa
investigacion para encontrar mas genes de riesgo ya que sélo se conoce una fraccién de

los mismos.

Por otra parte, en lo que se refiere a factores asociados al estilo de vida, estos son
aun mas importantes que la edad del paciente (Li y cols., 2016). Entre ellos se debe
mencionar las deficiencias nutricionales y hormonales, el estilo de vida sedentario, el
abuso de alcohol y de tabaco puesto que estan implicados en la regulacion de la
regeneracion 0sea, las comorbilidades del paciente y el mas importante, las enfermedades
metabdlicas tales como la diabetes y aquellas asociadas a inflamacién cronica (artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica) (Li y cols., 2016; Liu y cols., 2016; Ma y cols., 2016). Ademas, es necesario
tener en cuenta los farmacos que consume el individuo ya que son numerosos los
medicamentos que influyen en el metabolismo 6seo, tales como los glucocorticoides y
los inhibidores de la bomba de protones. Al igual que los farmacos administrados en
edades avanzadas tales como sedantes, psicotropicos y analgésicos de accién central muy
frecuentemente asociados con el riesgo de fractura. Asi, la pérdida de masa dsea en el

curso de la vida es dependiente al estilo de vida (Li y cols., 2016).

Cabe destacar que en personas de edad avanzada, la osteopenia y la sarcopenia se
encuentran, normalmente, asociadas, por lo que el nimero y el tamafio de las fibras
musculares estan reducidas, y hay una pérdida preferente de fibras tipo Il. Por
consiguiente, la discapacidad parcial o completa relacionada con la edad también aumenta
el riesgo de atrofia muscular y de pérdida de hueso, aumentando el riesgo de fracturas.
Los ancianos tienen mayor riesgo de fractura ante cambios posturales debilitantes

consecuencia de la osteoporosis que presentan y de la pérdida de unidades motoras de
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musculo funcional. Ademas, en este grupo poblacional, la pérdida de musculo puede
contribuir a cambios esqueléticos relacionados con la osteoporosis. Igualmente, se ha
sugerido que la debilidad muscular puede estar relacionada con una disminucién
progresiva del tejido 6seo con la consecuente cifésis axial, incluso ante la ausencia de

fracturas vertebrales (Paolucci y cols., 2016).

En cuanto a la falta de hormonas como causa de esta enfermedad, es necesario
resaltar que ademas de la actividad de los osteoblastos y de los osteoclastos, las hormonas
son fundamentales en la modulacion de la remodelacion dsea. Los estrogenos, la hormona
paratiroidea y la testosterona desarrollan una importante funcion en dicho proceso (Barry
y cols., 2016). Las recientes terapias para el tratamiento de cancer de prostata y de mama
han mejorado los resultados e incrementado la esperanza de vida de los pacientes; sin
embargo, las terapias supresoras de hormonas para ambos tumores frecuentemente causan
el desarrollo de osteoporosis, tal y como sucede en la deficiencia de testosterona por la
terapia de supresion de androgenos aplicada el cancer de prostata originando el desarrollo
de osteoporosis. Las fracturas por fragilidad Osea se ven ocasionalmente en estos
pacientes, lo que sugiere que el control de la homeostasis dsea es crucial para el bienestar
de los pacientes con cancer tratados con terapias supresoras de hormonas. De hecho, el
estrdgeno se sintetiza a través de la testosterona y la deficiencia de esta hormona puede
resultar en una pérdida de estrogeno (Tando y cols., 2016). Esta hormona ha sido descrita
como el principal regulador del metabolismo 6seo no solo en las mujeres sino también en
los hombres ya que tanto los osteoblastos como los osteoclastos contienen sus receptores
(Barry y cols., 2016; Tando y cols., 2016). Los estrogenos son hormonas importantes para
el desarrollo sexual y reproductivo, sobre todo en las mujeres, puesto que la principal
alteracion en sus niveles se presenta durante la menopausia (Barry y cols., 2016; Ling-
Ling y cols., 2016). Ademas, son decisivos en la formacién de hueso, y junto con la
vitamina D, el calcio y otras hormonas, intervienen en los procesos fisioldgicos de
remodelacion de los huesos (Ling-Ling y cols., 2016). Asi, el deficit de estrdgenos,
vitamina D y calcio aumenta la tasa de remodelado 6seo y conlleva a un desequilibrio
entre la formacion y reabsorcion 0sea, dando lugar a una pérdida neta de hueso (Tando y
cols., 2016). Por tanto, a medida que los niveles de estrogeno comienzan a disminuir en

las mujeres de edad media, la capacidad para reconstruir el hueso, disminuye. En
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consecuencia, en las mujeres posmenopausicas, la cantidad de hueso que se degrada

excede de aquel que se esta reconstruyendo (Ling-Ling y cols., 2016).

Por otra parte, el estradiol ha demostrado que actia como un inhibidor
osteoclastico mas potente que la testosterona, y, curiosamente, la pérdida ésea en hombres
de edad avanzada esta asociada con bajos niveles de estradiol (Tando y cols., 2016).

1.2.4. Patogenia

El hueso se compone de tejido duro rigido y es responsable de permitir las
principales funciones del organismo. La capa mas externa, el hueso cortical, es altamente
resistente a la flexion y torsion y su principal funcién es resistir la carga que supone el
peso del cuerpo. Por otra parte, el hueso esponjoso o trabecular esta altamente
vascularizado y contiene la medula osea (Barry y cols., 2016). Asi pues, el hueso es el
principal tejido conectivo del cuerpo y se encuentra bajo un continuo proceso de
remodelacion y recambio (Liu y cols., 2016). La regeneracion 6sea esta mediada por una
interaccion muy compleja regulada por los osteoclastos derivados de las células
hematopoyéticas que se encargan de la reabsorcion de los huesos y por los osteoblastos
derivados de las células mesenquimales que Ilevan a cabo la formacion o6sea (Li y cols.,
2016; Liu y cols., 2016; Sun y cols., 2016). De este modo, la resistencia del hueso esta
determinada por dos importantes caracteristicas: la densidad 6sea y la calidad del hueso.
La DMO se define como el contenido mineral por area 6sea proyectada (g/cm?), mientras
que la calidad Osea estd relacionada con varias caracteristicas del hueso, como la
microarquitectura, el remodelado 6seo, la acumulacion de micro dafios, la uniformidad
de mineralizacion y la formacion de colageno. Por su parte, la integridad esquelética se
mantiene a través de un equilibrio de reabsorcion y formacion osea. El proceso de
recambio 0seo, llamado remodelado oseo, se mantiene a lo largo de la vida. La
remodelacién del hueso es un proceso secuencial y se inicia con la fase de “activacion”
definida como la conversion de la superficie osea desde una situaciéon de inactividad a
otra de actividad, sobrevenida por la diferenciacion de precursores de osteoclastos en
osteoclastos maduros en la fase de “resorcidén”. A continuacion, en la fase de reversion,
los osteoclastos completan el proceso de reabsorcidn y producen sefiales que directa o
indirectamente incian la formacioén 6sea. Finalmente, en la fase de “formacion”, las
células mesenquimales se diferencian en osteoblastos funcionales para producir la matriz
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de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis

mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
12



Introduccién

del hueso. La duracion de la fase de reabsorcion es muy corta (2-4 semanas) en
comparacion con la fase de formacién (4-6 meses) y la vida util de los oseoclastos es
mucho mas corta que la de los osteoblastos (Liu y cols., 2016; Li-Ru y cols., 2019). Por
tanto, un aumento de la remodelacion Gsea conduce a un aumento de la reabsorcion 6sea
y a un balance negativo de la masa 6sea total. La tasa de remodelacion 6sea aumenta el
doble en la menopusia, triplica pasados trece afios y permanece en niveles elevados en
los pacientes osteopordticos, contribuyendo al aumento de fragilidad 6sea (Liu y cols.,
2016; Tanaka, 2019).

De este modo, existe un delicado equilibrio entre estos dos procesos bajo
condiciones homeostaticas, lo cual es necesario para el mantenimiento de una masa dsea
constante y una renovacion ininterrumpida del tejido 6seo (Liu y cols., 2016). Asi, en los
individuos sanos, las funciones llevadas a cabo por osteoclastos y osteoblastos permite la
reparacion efectiva de fisuras y defectos resultantes de la actividad normal (Barry y cols.,
2016). Sin embargo, las tasas de regeneracion dsea disminuyen con la edad y ante ciertas
condiciones patoldgicas, dando lugar a una disminucion de la densidad mineral dsea
(DMO) u osteoporosis como resultado final, ademas de otras enfermedades esqueléticas,
incluyendo artritis reumatoide o metéstasis de cancer de hueso (Liu y cols., 2016; Kiernan
y cols., 2016; Sun y cols., 2016). Por lo tanto, en un individuo osteoporotico, la funcién
de los osteoclastos eclipsa la de los osteoblastos, y la region trabecular, en particular,
pierde masa (Barry y cols., 2016; Jeon y Elisseeff, 2016; Takahashi y cols., 2016). Como
resultado de la disminucion de los puntos de conexion, el hueso se vuelve més fragil, lo
que conlleva a un aumento del riesgo de fractura; condicion asociada con el aumento del
riesgo de mortalidad tanto en mujeres como en hombres (Barry y cols., 2016; Jeon y
Elisseeff, 2016; Jia y cols., 2016; May cols., 2016; Tando y cols., 2016; Zimmermann y
cols., 2016).

Por consiguiente, el envejecimiento perjudica la curacion del hueso osteoporético
fracturado por las alteraciones celulares relacionadas con la edad; en otras palabras, en un
individuo osteoporotico existe un desequilibrio en la formacion y reabsorcion 6sea lo que
conlleva a una pérdida de volumen 6seo, un aumento en la adiposidad de la medula dsea,
una disminucion de la integridad de la microarquitectura del hueso y una disminucién en
la proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras osteoblasticas, asi como de la
angiogénesis, fundamental para la creacién de nuevo hueso (Kiernan y cols., 2016; Jeon
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y Elisseeff, 2016; Jia y cols., 2016). El tejido esquelético estd altamente vascularizado,
por lo que la remodelacion dsea estd estrechamente unida a la angiogénesis. La
disminucion de los niveles de los factores angiogénicos, como el factor de crecimiento
endotelial vascular (FCEV), y la resultante reduccion de la tasa de formacién de los vasos
sanguineos del hueso, son las causas del escaso nivel de reparacion Osea en la
osteoporosis. Por lo tanto, las estrategias basicas para mejorar la regeneracion 6sea en los
pacientes con osteoporosis son la promocién de la osteogénesis o la angiogénesis (Jia 'y
cols., 2016).

Por otra parte, se ha demostrado que la osteoporosis puede aumentar
significativamente los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en el citpolasma
celular y en la mitocondria. Estas especies son unos importantes mediadores de la
inflamacion bajo condiciones patolégicas. Sin embargo, la superproduccion de ERO
causa estrés oxidativo, por lo que son capaces de interrumpir el equilibrio
oxidante/antioxidante celular que conduce a una lenta regeneracion de los tejidos y
cicatrizacion de las heridas pudiendo contribuir enormemente a la patogénesis de varias
enfermedades, incluyendo la osteoporosis. El estrés oxidativo inducido por estimulos
exogenos como el peroxido de hidrégeno (H202) es capaz de inducir apoptosis de las
células osteoblasticas e inhibir la diferenciacion de los osteoblastos produciendo una

disminucion de la formacion de hueso (Li y cols., 2016).
1.2.5. Cuadro clinico

La osteoporosis se manifiesta clinicamente como dolor cronico, fracturas y
discapacidad fisica, resultando en una pérdida de la independencia y una necesidad de
cuidados a largo plazo (Paolucci y cols., 2016). No obstante, la principal manifestacion
clinica de la osteoporosis es la aparicion de fracturas (Kerschan-Schindl, 2016; Li y cols.,
2016; Zimmermann y cols., 2016;), ya que mientras que las caracteristicas 6seas en los
individuos sanos ocurre ante episodios traumaticos de alta energia (es decir, a altas
velocidades de deformacion), las fracturas dseas osteoporoticas se asocian con fracturas
por fragilidad que ocurren con un traumatismo minimo (es decir, a bajas velocidades de
deformacion) (Zimmerman y cols., 2016). Ello se traduce en limitaciones en la movilidad
fisica y en la salud mental, por tanto produce una alteracion de la locomocion y de la

cognicidn, ocasionando una situacion de dependencia hacia otras personas y hacia las
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instituciones causando un deterioro significativo en la calidad de vida (Li y cols., 2016).
En cuanto al dolor crénico puede resultar como consecuencia de deformidades
esqueléticas, desequilibrio en las articulaciones y tension en estructuras musculares, todas
estas alteraciones son productos de la osteoporosis. A veces, el sintoma mas comun en
los pacientes con osteoporosis es el dolor de espalda severo o intolerable. Los grandes
estudios poblacionales han informado de la existencia de una relacion entre el dolor de
espalda lumbar y la osteoporosis, especialmente en los ancianos. Conforme avanza el
tiempo, la fragilidad 6sea puede acelerar el inicio de mdltiples fracturas, causando una
progresiva pérdida de la estatura y una continua contracciéon de los musculos
paravertebrales con el mantenimiento de la postura. Esta secuencia de eventos resulta en
fatiga muscular y dolor que puede persistir, incluso después de que las fracturas hayan

curado (Paolucci y cols., 2016).
1.2.6. Diagnostico

La alta incidencia de fracturas por osteoporosis hace que la atencion deba estar
centrada en la identificacidn de los pacientes con alto riesgo de fractura. De este modo,
un gran namero de tecnicas pueden ser usadas para evaluar el riesgo de fractura. En
general, se dividen en dos categorias principales: evaluacion de los factores de riesgo
clinicos y la medicion fisica del tejido 6seo (Pisani y cols., 2016). Si bien, una historia
clinica detallada podria ayudarnos a identificar los factores de riesgo en la osteoporosis.
Las causas potenciales para la osteoporosis secundaria son los desordenes endocrinos, el
hipogonadismo, enfermedades inflamatorias, desordenes de la médula osea, la
inmovilizacion, la malabsorcion, el bajo peso corporal, el defecto en la sintesis de tejido
conectivo o la ingesta regular de farmacos con un efecto negativo en el metabolismo oseo.
Por otra parte, el examen clinico es indispensable. Este puede revelarnos un aumento
anormal de pérdida de peso en comparacion a la edad joven del paciente, un aumento de
la cifosis o el tipico “estdbmago osteoporotico”, todos ellos son indicadores de una posible
fractura vertebral. Aln asi, el diagnostico se verifica mediante la medicion de la densidad
mineral 6sea (DMO) (Kerschan-Schindl, 2016; Pisani y cols., 2016). La medida de la
DMO se realiza mediante absorciometria dual de rayos X, es el método de eleccion para
el diagndstico de la osteoporosis. La cantidad de tejido 6seo mineralizado se expresa
como un T-score de 2’5 de desviacion estandar por debajo de la media de la DMO en la
columna vertebral o en la cadera de una poblacion femenina sana mayor de 30 afios de
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edad. Al menos dos cuerpos vertebrales sanos son necesarios para obtener una
informacion clara en las vértebras lumbares. En cuanto a la cadera, se deben escoger tres
areas (el cuello femoral, trocanter o total) para realizar un diagndstico certero. Las
imagenes radiogréaficas normalmente se realizan para identificar cambios morfolégicos
del esqueleto, asi como para observar vasos sanguineos calcificados o nddulos linfaticos
para mejorar la precision diagnostica de la absorciometria dual de rayos X. La cantidad
de DMO volumétrica medida con tomografia computerizada cuantitativa tiene la ventaja
de dar informacion del hueso trabecular y cortical y no se ve modificada por vasos
calcificados u otros tejidos cercanos. La evaluacion cuantitativa de la masa 6sea ha
demostrado ser un fuerte predictor de las fracturas por fragilidad, pero la macro y la
microarquitectura de las propiedades del material 6seo, las microlesiones y el recambio

6seo también son esenciales (Kerschan-Schindl, 2016).

El analisis de los parametros bioquimicos evalla la etiologia de la enfermedad (la
diferenciacion entre osteoporosis primaria y secundaria). Los marcadores del recambio
6seo son componentes circulantes del metabolismo 6seo y dan una sefial en relacion al

riesgo individual de fractura (Kerschan-Schindl, 2016).

Ademas, para medir la DMO también pueden ser muy Utiles las herramientas que
nos brindan diversas paginas web, las cuales realizan, igualmente, una prediccion del
riesgo de fractura de cada paciente. Muy popular es la Herramienta de Evaluacion de
Riesgo de Fractura desarrollada por la Organizacion Mundial de la Salud (FRAX). Es un
medidor especifico en cada pais, que incluye 12 factores de riesgo diferentes y pueden
ser usados sin tener conocimiento de la DMO. Esta herramienta calcula el riesgo de una

fractura de cadera por osteoporosis en los siguientes 10 afios (Kerschan-Schindl, 2016).

Sin embargo, pese a todos los métodos diagnosticos anteriormente comentados,
se espera que para el afio 2050 el numero de fracturas de cadera supere los 21 millones
de personas alrededor del mundo. Hay, por tanto, una fuerte necesidad de evaluar los
mejores enfoques terapéuticos con el fin de mitigar las patologias subyacentes a la

osteoporosis que tanto incapacitan a los pacientes que la padecen (Pisani y cols., 2016).
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1.2.7. Tratamiento

En el tratamiento de la osteoporosis existen una serie de estrategias cuyo principal
objetivo es la regulacion de la remodelacion 6sea con el fin de prevenir el mayor nimero
de fracturas posible (Pisani y cols., 2016; Zimmermann y cols., 2016). La farmacoterapia
ocupa un importante apartado en este campo, dirigida sobre todo a estimular el
metabolismo 6seo con el fin de mejorar la formacion de hueso, al tratamiento adecuado
del dolor y en situaciones de rehabilitacion después de una fractura (Pisani y cols., 2016;
Takahashi y cols., 2016).

Los farmacos anabdlicos que mejoran la formacion de hueso destacan la hormona
paratiroidea de longitud completa (PTH 1-84) o su fragmento N-terminal, la teriparatida
(PTH 1-34); sin embargo, ambos farmacos tienen graves efectos secundarios, entre los
que destacan nauseas, diarreas e hipercalcemia. Por estos motivos, la terapia
farmacoldgica de la osteoporosis se esta centrando en el desarrollo de un sistema de
administracion de farmacos dirigidos a los osteoclastos (Jeon y Elisseeff, 2016; Sun y
cols., 2016). Asi, dentro de este grupo de agentes farmacoldgicos encontramos a los
bifosfonatos, los cuales ocupan un lugar destacado en la investigacion centrada en
prevenir la progresion de la osteoporosis (Barry y cols., 2016). Estos farmacos se han
empleado en el tratamiento de la enfermedad 6sea metastasica, la enfermedad de Paget,
el mieloma multiple, la hipercalcemia maligna y el cancer de pecho. Los bifosfonatos
actdan inhibiendo la actividad de los osteoclastos, y con ello la reabsorcion osea,
detienendo asi la degeneracién de hueso (Barry y cols., 2016; Donghyun y cols., 2016;
Liu y cols., 2016; Tando y cols., 2016; Zimmermann y cols., 2016). Esta inhibicion se
debe a diversos efectos, entre los que se encuentran, la alteracion citoesquelética, cambios
en el transporte de proteinas intracelular, bloqueos de sefiales intracelulares en las vias de
transduccion e induccidn de la apoptosis osteoclastica (Donghyun y cols., 2016). La tasa
de reduccion de las fracturas, sobre todo en zonas de hueso trabecular, al acabar el
tratamiento con este farmaco ha sido atribuida a la reorganizacion en la estructura y en la
composicion del tejido 6seo mediante la restauracion de las caracteristicas osteoblasticas
y osteociticas que contrarrestan la acumulacion de micropretrosis en el hueso
(Zimmermann y cols., 2016). Sin embargo, este farmaco no estd exento de efectos
secundarios, efectos que se producen cuando los bifosfonatos se administran en altas
dosis durante un largo periodo de tiempo. Por consiguiente, la excesiva inhibicién de la
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reabsorcién Gsea puede ocasionar un exceso de formacion del hueso, lo que conlleva a su
efecto mas perjudicial, la necrosis mandibular. Al estar el recambio éseo alterado, se
produce un desajuste en la reparacion de los huesos dafiados. Esto es especialmente
frecuente en el hueso alveolar de los pacientes en tratamiento con bifosfonatos, puesto
que este hueso tiene una tasa de conversién 6sea de 3 a 10 veces mayor que otro tejido
6seo en el organismo. Ademas, la mucosa oral, mas debil y delgada que la mucosa de
otras regiones corporales, puede verse, igualmente, afectada negativamente por este
farmaco (Donghyun y cols., 2016). Igualmente, no es poco frecuente observar en estos
pacientes la aparicion de fracturas femorales atipicas asociadas con este tipo de

tratamiento anti-reabsorcién a largo plazo (Zimmermann y cols., 2016).

En resumen, debido a todas estas caracteristicas desfavorables de los bifosfonatos
sobre la salud general surgen preocupaciones relacionadas con su uso a largo plazo y han
dado lugar a la creacién de preguntas mas profundas sobre el mecanismo de accién de
estos agentes farmacoldgicos, lo que ha limitado su utilidad (Barry y cols., 2016;

Zimmermann y cols., 2016).

No obstante, los estudios in vitro con este farmaco obtienen resultados
prometedores, pero los mismos resultados no se observan cuando se trasladan a modelos

animales in vivo (Barry y cols., 2016).

Otro método explorado en ensayos clinicos y preclinicos para estimular la
creacion de hueso, es el uso de factores de crecimiento como BMP-2. Aunque estos
factores de crecimiento estimulan la formacion dsea, se requieren dosis suprafisiolégicas
para alcanzar la eficiencia terapéutica. Esta dosis elevada lleva consigo, igualmente,
efectos secundarios no deseados como la creacion de hueso incontrolada, inflamacion y
tumorigenesis (Barry y cols., 2016). De igual modo, otros agentes farmacoldgicos que
inhiben la reabsorcion 6sea como el denosumab u otros inhibidores osteoclasticos
producen una fuerte inhibicion de la actividad osteoclastica més alla de los niveles
fisiolégicos. Este mecanismo de accion da como resultado la estimulacion de una
condicion, el recambio 6seo, el cual se ve severamente suprimido lo que conduce a graves
complicaciones como la osteonecrosis de los maxilares, la hipocalcemia o las fracturas

femorales atipicas (Liu y cols., 2016; Tando y cols, 2016).
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Otra opcidn terapéutica es la administracion de calcio y vitamina D, componentes
de la renovacién del hueso. Si bien, su suplemento es limitado y no existe una efectividad
consistente por lo que normalmente se utilizan como coadyuvantes en combinacion con
otros tratamientos (Liu y cols., 2016). Asi mismo, el tratamiento con suplementos de
testosterona también ha demostrado ser efectivo en el incremento la densidad mineral
6sea en hombres con bajos niveles de testosterona en suero (Tando y cols., 2016). Sin
embargo, a pesar que los estudios de terapias basadas en hormonas demostraron
resultados prometedores; la administracion prolongada de hormonas limita el potencial
del tratamiento a largo plazo para estos pacientes (Barry y cols., 2016).

Por ualtimo, no debe menospreciarse el tratamiento de una de las principales
manifestaciones clinicas de la osteoporosis: el abordaje del tratamiento del dolor cronico
(Paolucci y cols., 2016; Tando y cols., 2016). Ello requiere un enfoque holistico que se
centre en las caracteristicas especificas de cada poblacion, evaluando sus comorbilidades,
estado mental, estado funcional y la independencia en la realizacion de las actividades
diarias. Por lo tanto, el manejo del dolor debe incluir enfoques farmacologicos,
intervenciones de fisioterapia, y menos frecuente, tratamiento quirargico. De igual modo,
los tratamientos de rehabilitacion basados en ejercicios con el fin de ayudar a controlar
estos sintomas no generan efectos adversos significativos o contraindicaciones (Paolucci
y cols., 2016).

Finalmente, por todas las complicaciones anteriormente comentadas que
presentan las mdaltiples opciones de tratamiento disponibles actualmente para los
pacientes con osteoporosis, se esta investigando enfoques alternativos con biomateriales,
especialmente con nanomateriales, para combatir la osteoporosis y estimular la
regeneracion Osea (Barry y cols., 2016; Liu y cols., 2016). Dicho esto, la terapia celular
es una opcién prometedora pero tiene muchos obstaculos intrinsecos para superarlos
como son la poca capacidad para orientar a las células madre mesenquimales hacia una
diferenciacion osteogénica en el hueso osteoporatico y la incertidumbre del destino de las
células después de la implantacion (Liu y cols., 2016). Asi pues, la ingenieria tisular 6sea
se ha convertido en un enfoque prometedor para la reparacion de los defectos 6seos en

pacientes osteoporoticos (Pei y cols., 2016).
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1.2.8. Induccion de la osteoporosis en modelos de experimentacion animal

La induccion de la osteopenia y de la osteoporosis en los animales de laboratorio
se puede llevar a cabo mediante distintas intervenciones experimentales. Asi, la tasa de
pérdida del tejido 6seo en ratas hembras y macho depende del método usado para inducir
la osteoporosis, del sitio analizado y si esta pérdida involucra al hueso cortical o
trabecular. Todos los protocolos experimentales para inducir osteoporosis pueden ser
implantados en ratas con independencia si su sistema esquelético esta completamente
mineralizado. Aunque las ratas alcanzan la madurez sexual a los 2 meses y medio, su
esqueleto se considera maduro a partir de los 10 meses. Por tanto, es necesario tener en
cuenta que si se utilizan ratas cuyos huesos no estdn completamente mineralizados, se
obtendra una baja DMO, hecho que se considera un factor de alto riesgo para las fracturas
osteoporoticas humanas. No obstante, este tipo de modelo animal es apropiado para las
investigaciones de factores endocrinos, nutricionales y medioambientales; mientras que
las ratas con un tejido 6seo completamente mineralizado son un modelo animal adecuado
para las investigaciones en el campo de la osteoporosis (Lelovas y cols., 2008; Permuy y
cols., 2019).

Como se menciond anteriormente, existen diversas intevenciones para inducir la

osteoporosis en dichos modelos animales, entre las que destacan:

1. Intervencion hormonal, que puede ser quirdrgica o farmacoldgica.
2. Inmovilizacion conservadora o quirdrgica.
3. Intervencion dietética mediante una dieta baja en calcio, abuso del alcohol

u otras.

En primer lugar, en la intervencion quirdrgica se distinguen la gonadectomia
(ovariectomia en hembras y orquiectomia en machos), la hipofisectomia y la
paratiroidectomia. La ovariectomia bilateral es la técnica mas frecuentemente utilizada
en las investigaciones sobre osteoporosis postmenopdausica (Lelovas y cols., 2008;
Offermanns y cols., 2016). Con esta cirugia, inicialmente, la reabsorcion dsea excede a la
formacion de hueso causando, por tanto, pérdida del tejido 6seo. Poco después, la
remodelacion Osea alcanza un estado de equilibrio, donde la formacion y reabsorcion 0sea
estan equilibradas. En el hueso cortical, una medida indirecta que nos indica esta

disminucion del hueso es el aumento de tamafio de la cavidad. Asi, los primeros cambios
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en el espesor del hueso cortical y en la cavidad medular de la diafisis de la tibia y del
fémur se observa a los 90-120 dias después de la ovariectomia, mientras que el hueso
cortical requiere 180 dias 0 mas despues de la cirugia para alcanzar dicho estado de

equilibrio (Lelovas y cols., 2008).

Los métodos alternativos a la ovariectomia quirdrgica que conducen a la supresion
de estrdgenos, tal y como se ha comentado anteriormente, son la administracion de
agentes farmacéuticos, como un agonista de la hormona liberadora de gonadotropina,
antagonistas de los receptores de estrégenos e inhibidores de aromatasa. Estos farmacos,
que se usan en humanos para el tratamiento endocrino de la endometriosis o el cancer de
pecho estan asociados con pérdida 6sea acelerada. La administracion de agonistas de la
hormona liberadora de gonadotropina crea un modelo de hipogonadotropismo-
hipogonadal, mientras que los antagonistas de los receptores de estrégenos y los
inhibidores de la aromatasa producen un modelo hipergonadotrofico-hipogonadismo de
osteoporosis. La experimentacion en osteoporosis inducida por glucocorticoides ha
obtenido resultados inconsistentes. Algunos estudios eran incapaces de detectar pérdida
Osea en las ratas de experimentacion, mientras que otros si relacionaban la administracion

de glucocorticoides con la perdida de tejido 6seo (Lelovas y cols., 2008).

Otra técnica para inducir la osteoporosis en ratas es a través de la inmovilizacion.
Hay varios métodos de inmovilizacion, que pueden ser quirurgicos, como la reseccién de
nervios, tendones o de la medula espinal o bien, de manera conservadora mediante
vendajes inmovilizadores o suspension de las extremidades. Debido al fenébmeno de
aceleracion regional, la tasa de pérdida Gsea es mas rapida a través de los métodos
quirargicos. En el modelo de inmovilizacién, la mayor pérdida 6sea ocurre en las
extremidades porque son los sitios de mayor carga mecanica pero, por lo general, la tasa
de pérdida 6sea es mas rapida en el hueso trabecular que en el hueso cortical. Esta
diferencia parece estar atribuida a la superficie del volumen que esta aumentado en el
hueso trabecular. Una de las caracteristicas de este método es que los cambios 6seos
ocurren en la metéfisis de la tibia distal de las ratas, donde la arquitectura de esta zona es
similar a los humanos adultos. La combinacion de ovariectomia e inmovilizacion tienen
las ventajas de ambos métodos, de manera que la pérdida Osea se consigue mas

rapidamente, especialmente en el hueso esponjoso (Lelovas y cols., 2008) (Figura 2).
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v Paratiroidectomia

Figura 2. Métodos de induccion de osteoporosis en modelos animales

Finalmente, no estd demas comentar que existen varios estudios enfocados en
entender la patogénesis y severidad de la reduccion de la cantidad 6sea después de la
ingesta de grandes cantidades de alcohol. Al igual que, la osteoporosis también puede ser
estudiada después de la administracion de una dieta baja en calcio, sobre todo en ratas

con huesos no mineralizados (Lelovas y cols., 2008).
1.3. REGENERACION OSEA Y DIABETES
1.3.1. Definicién

La diabetes mellitus (DM), segin la OMS, es una enfermedad crénica metabdlica
que se caracteriza por una alteracion en la regulacion del metabolismo glucidico que
origina un estado de hiperglucemia debido a una accidn insuficiente o a una secrecion
alterada de insulina (Li y cols., 2016; Liu y cols., 2015; Yu y cols., 2017). Esta
enfermedad, a su vez, se encuentra asociada a ciertos trastornos, entre los que destacan
retinopatia, nefropatia, osteoporosis y alteracion de la curacion ésea debido a que la
diabetes mellitus puede generar un estado inflamatorio y destruccién de varios tejidos
derivados de los cambios bioquimicos o metabolicos que conlleva (Li y cols., 2016; Qian
y cols., 2015; Gadelkarim y cols., 2018; Wu y cols., 2019; Lekkala y cols., 2019).
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1.3.2. Epidemiologia

En el afio 2011, aproximadamente, 366 millones de personas padecian diabetes
alrededor del mundo y para el afio 2015, este nimero ascendio a 415 millones de personas
(Epsteiny cols., 2016; Picke y cols., 2016; Schaumann y cols., 2015). Se espera que para
el afio 2030, su prevalencia haya aumentado en torno a 552 millones de personas segun
la Federacion Internacional de Diabetes (FID) (Schaumann y cols., 2015; Hamann y cols.,
2012; Gadelkarim y cols., 2018). De este modo, al igual que sucede con la osteoporosis,
su prevalencia va en aumento debido al envejecimiento de la poblacion, al alto consumo
de calorias y a la baja actividad fisica (Picke y cols., 2016). Por tanto, las secuelas
asociadas con la diabetes estaran cada vez méas extendidas en la poblacion y seran cada

vez mas importantes en las proximas décadas (Yu y cols., 2016).
1.3.3. Etiologia

Con el fin de distinguir el origen de la anomalia que origina la diabetes mellitus,
se establece una clasificacion de esta enfermedad, pudiendo clasificarse en diabetes tipo
1 (DM1) o diabetes tipo 2 (DM2) siendo los mecanismos responsables de estos cambios
especificos en cada presentacion (Qian y cols., 2015; Ho-Pham y cols., 2018; Lekkala y
cols., 2019).

Por su parte, la DM1 es el tipo de diabetes en el que la destruccion de las células
B del pancreas conduce a una deficiencia absoluta de insulina representando entre el 5-
10% de los pacientes diabéticos y su tasa de prevalencia va en un aumento del 2-5% por
afio (Tebar-Masso y Escobar-Jiménez, 2009; Carvalho y cols., 2019). A su vez, se pueden
reconocer dos subtipos: la DM mediada por inmunidad, consecuencia de una destruccion
autoinmune de las células B del pancreas. De manera que aparecen en sangre diferentes
anticuerpos, unos dirigidos contra las propias células, contra la insulina, contra la
descarboxilasa del acido glutamico o contra las enzimas tirosin-fosfatasas. EI segundo
tipo se corresponde a la DM idiopatica, y tal y como hace referencia su nombre, se
desconoce su etiologia. En lo referente a la DM2, es el tipo mas frecuente de diabetes,
suponiendo el 90 - 95% de las diabetes diagnosticadas (Epstein y cols., 2016; Tebar-
Masso y Escobar-Jiménez, 2009). Se caracteriza por la resistencia a la accion periférica
de la insulina, por la secrecion de insulina defectuosa o por ambas (Schaumann y cols.,

2015; Tebar-Masso y Escobar-Jiménez, 2009; Qian y cols., 2015). Lo caracteristico en
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este tipo de diabetes en el momento del diagnéstico es la multifactorialidad con ausencia
de destruccion autoinmune de células B; ademas de la obesidad abdominal, la cual esta
presente en mas de un 85% de los diabéticos tipo 2 (Tebar-Massé y Escobar-Jiménez,
2009).

No obstante, existen otras clases de diabetes que no se incluyen en la clasificacion
principal dada su baja incidencia. Entre ellas, destaca la DM gestacional, definida por la
aparicion de intolerancia a la glucemia e hiperglucemia de gravedad variable no
reconocida antes del embarazo. Entre otros tipos especificos de diabetes se encuentran
los defectos genéticos de las células B cuya causa es un defecto genético que se hereda
con patron autosémico dominante. También, los defectos en la accién de la insulina de
etiologia genética producidas por alteraciones del receptor o a nivel post-receptor.
Igualmente, enfermedades del pancreas exocrino producido por procesos que
aconteciendo sobre el pancreas, pueden llegar a afectar el pancreas exocrino y producir
DM, entre ellos las pancreactitis, algunos traumatismos graves o infecciones. Asimismo,
las endocrinopatias, caracterizadas por la aparicién de concentraciones anormales de
hormonas contra-insulares o la DM inducida por farmacos u otras sustancias quimicas,
las cuales precipitan manifestaciones de alteraciones ya existentes, entre otros tipos

(Tebar-Masso y Escobar-Jiménez, 2009).
1.3.4. Patogenia

Las complicaciones cronicas inducidas por la diabetes mellitus pueden afectar
negativamente a mdltiples tejidos, incluyendo a los huesos (Ardura y cols., 2016).
Diversos estudios sobre las complicaciones de la diabetes mellitus han demostrado las
extensas alteraciones sobre el metabolismo 6seo y mineral (Gomes y cols., 2016). Asi,
tanto en la diabetes tipo 1 y 2, la estructura 6sea se encuentra alterada, asociada con un
aumento del riesgo de fractura 6sea, una alteracién de la curacién de la herida y a
enfermedades del sistema esquelético; lo cual reduce gravemente la calidad de vida de
los pacientes (Ardura y cols., 2016; Liu y cols., 2015; Picke y cols., 2016; Qian y cols.,
2015; Xu y cols., 2016). Todo ello se traduce en la aparicion de osteopenia diabética
(Gomes y cols., 2016). Asi, los mecanismos subyacentes al deterioro de la calidad del
hueso y, por consiguiente, a la capacidad de curacion del mismo que se relacionan con la
diabetes sigue pobremente definida (Gomes y cols., 2016; Picke y cols., 2016; Xu y cols.,
Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis

mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
24



Introduccién

2016; Yu y cols., 2016). Sin embargo, una de las principales hipotesis para explicar la
patogénesis de esta enfermedad 6sea es la hiperglucemia cronica (Gomes y cols, 2016).
Esta condicion patologica produce una disminucion de la vascularizacion y de los niveles
de expresion de los genes necesarios para regenerar el hueso por un aumento de la
inflamacion sistémica y por una respuesta inflamatoria prolongada ante lesiones (Yu y
cols., 2016). lgualmente, esta condicion patoldgica puede incluir un aumento de los
niveles circulatorios de uno de los inhibidores de la proteina Wnt, la esclerotina, un
elevado nivel de los productos finales de glucosilacion avanzada (PGA), ademas de una
alteracion de la dindmica de la inflamacion y de la formacion del callo 6seo (Picke y cols.,
2016; Xu y cols., 2016). En cuanto a los altos niveles de los productos finales de la
glucosilacion avanzada, estos inducen una disminucién de los valores indicativos de
estrés oxidativo en las células 6seas debido a la ausencia del efecto compensatorio de los
antioxidantes enddgenos. Asi, se considera que la perdida de hueso podria haber ocurrido
como resultado de la osteoclastogénesis activada, la osteoblastogénesis atenuada y la
estimulacion de la apoptosis de los osteoblastos, lo que podria estar inducido mediante el
aumento de los niveles de los ERO. De este modo, la hiperglucemia puede ejercer un
efecto perjudicial sobre las células dseas mediante el aumento del estrés oxidativo,
caracterizado por un elevado nivel de ERO causando un desequilibrio en la reaccion de
oxidacion-reduccion intracelular, y, como consecuencia, inducir una disfuncion celular
(Gomes y cols., 2016). Por ende, la evidencia acumulada afirma que se produce una
prolongada osteoclastogénesis, apoptosis de las células osteoblasticas, reduccién en la
sintesis de osteocalcina y una disminucion en la proliferacién y diferenciacion de células
madre mesenquimales, traduciéndose todo ello en una baja remodelacion y formacion
Osea. (Gomes vy cols., 2016; Li y cols., 2016; Xu y cols., 2016; Yu y cols., 2016).
Asimismo, la hiperglucemia o la insulina pueden influir en la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias o anti-inflamatorias lo cual afecta la proliferacion, migracion vy
diferenciacion de las células del callo 6seo, en particular a los osteoblastos u a otras
células sanguineas. Consecuentemente, un retraso en la expresion local de estos dos tipos
de citoquinas puede afectar profundamente la maduracion de los osteoblastos y de las
células del cartilago. Este hecho reduce la osificacion intramembranosa, la formacion de
hueso endocondral y la sintesis de la matriz dsea. Del mismo modo, los estudios

experimentales han sugerido que el mal funcionamiento de los osteoclastos derivados de
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la medula 6sea puede contribuir a una disminucion de la reabsorcion del cartilago y a un

retraso de la osificacion endocondral (Xu y cols., 2016).

Mencion aparte merece la neovascularizacion, donde la diabetes juega un papel
esencial. Por una parte, puede observarse una excesiva vascularizacion, como sucede en
la retinopatia y nefropatia diabética; pero por otro lado, existe una disminucion de la
neovascularizacion, por ejemplo, en el sindrome del pie diabético, en la disminucion de
la curacion oOsea, y en la enfermedad injerto contra huésped. Este fendbmeno se conoce
como la “paradoja diabética”. En cuanto a la alteracion en la neovascularizacion causada
por la diabetes, se conocen més de cien factores contribuyentes. Entre ellos, la
desregulacién de los factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial
vascular (FCEV), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) y la enzima oxido
nitrico sintetasa-2 (NOS). Otra razén para explicar la reduccion de la capacidad
angiogénica es la mayor diferenciacion de las CMM en adipocitos (Schaumann y cols.,
2015).

Por otra parte, la transformacion del factor de crecimiento beta 1 (TGF-B1) y de
la proteina morfogenética osea 2 (BMP-2) son dos factores importantes en el proceso de
cicatrizacion de los huesos. La funcidn que ejercen las citoquinas en la curacion de la
fractura ha generado un creciente interés en las distintas investigaciones. En dicho
proceso, la expresion del factor de crecimiento similar a la insulina-2 (IGF-2), factor de
crecimiento derivado de plaqueta (PDGF), factores de crecimiento y TGF se encuentran
disminuidas en las ratas diabéticas. TGF-B1 y BMP-2 son un grupo de citoquinas
multifuncionales que pueden inducir la proliferacién, migracion y diferenciacion de las
células mesenquimales originando la formacién de cartilago y hueso. Por su parte, TGF-
B1 regula el crecimiento y diferenciacion de las células cartilaginosas y 0seas y promueve
la expresion de muchos factores de crecimiento en el tejido 6seo y cartilaginoso. En
estudios in vitro, tanto TGF-B1 y BMP-2 muestran una fuerte capacidad para estimular
la difereciacion de osteoblastos y la induccion de la osificacion, ademéas de promover
directamente la induccion de la reabsorcion 6sea mediante la estimulacion de osteoclastos
maduros. En pacientes diabéticos los niveles de estas dos citoquinas se encuentran
disminuidos. Dicho en otras palabras, se sugiere que la diabetes puede inhibir la sintesis
de TGF-B1 y BMP-2 y, consecuentemente, afectar a la formacion de hueso y cartilago.
Ademas, la alteracion en la expresion local de estas citoquinas puede alterar la expresién
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local de otras citoquinas; lo cual se traduce en una disminucion en la formacién dseay en
la reconstruccién de hueso, resultando en una curacion de la fractura mas lenta (Xu y
cols., 2016).

No obstante, cabe destacar que, segln varios estudios cualitativos, la DM tipo 1
se presenta con una disminucion de la densidad mineral 6sea originada, mientras que en
los pacientes con DM tipo 2, dicha densidad se mantiene sin cambios o bien, se

incrementa ligeramente (Ardura y cols., 2016; Qian y cols., 2015; Lekkala y cols., 2019).

La DML1 conlleva pérdida de cartilago y hueso al inducir alteraciones asociadas a
una mayor concentracion de glucosa en suero por una disminucién en la secrecion de
insulina por las células B. La hipoinsulinemia puede afectar negativamente al
metabolismo déseo (Carvalho y cols., 2019). Diversos estudios in vivo e in vitro con
modelos roedores indican que la actividad osteoblastica se encuentra disminuida,
reduciendo la acumulacion de masa 6sea mientras que se mantiene la actividad de los
osteoclastos liberando osteocalcina subcarboxilada al flujo sanguineo, que a su vez afecta
la homeostasis de la glucosa (Lekkala y cols., 2019; Hamann y cols., 2012; Carvalho y
cols., 2019). Esta disminucion de la DMO hace establecer la hipotesis del efecto
osteoanabolico de la insulina sobre los osteoblastos a través de mecanismos mediados por
ciertos receptores. Asi, en diversos estudios se ha establecido una correlacion directa entre
la reduccién de insulina y la baja masa 6sea en el mismo individuo. De modo que el
tratamiento antidiabético se asocio con una mejora sustancial de la matriz mineral del
hueso y de los biomarcadores del proceso de remodelacion ésea (Hamann y cols., 2012).
Por consiguiente, este hecho se evidencia en pacientes con DM1 mediante diversos
marcadores: bajos niveles de osteocalcina (marcador de la formacion dsea), de CTX
(marcador de la reabsorcidn dsea) y aumento de la esclerostina (potente inhibidor de las
vias de sefializacion Wnt); asi como la expresion de factores de transcripcidn
osteobléasticas, por ejemplo RUNX2 y otros marcadores bioquimicos e indices
histomorfometricos (Hamann vy cols., 2012; Lekkala y cols., 2019). Ademas, en estos
pacientes se han observado ciertos efectos como la inflamacion autoinmune y bajos
niveles de factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1), osteocalcina y vitamina
D pudiendo contribuir, igualmente, a la fragilidad del tejido 6seo (Lekkala y cols., 2019).
Por otra parte, este ambiente hiperglucémico produce la formacion de los productos
finales de glicosilacion avanzada (AGEs) (Carvalho y cols., 2019). Estas proteinas o
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lipidos tienen efectos acumulativos que aumentan con la edad, representando un papel
clave en la enfermedad vascular asociada a la diabetes; lo que conlleva a una alteracién
directa e indirecta de las propiedades de la matriz 6sea (Hamann y cols., 2012; Lekkala 'y
cols., 2019; Carvalho y cols., 2019). Por tanto, las propiedades mecénicas del hueso
diabético tipo | son similares a las de un hueso anciano en un entorno no diabético
(Lekkala y cols., 2019). El receptor para los AGE (RAGE), presente en osteoblastos,
osteoclastos y condrocitos, es el intermediario molecular que activa las sefiales que
conllevan al estrés oxidativo y la inflamacion. Los RAGEs estan involucrados con el
aumento de la actividad inflamatoria y la disminucion en la formacién de hueso; puesto
que conducen a una disminucion en la proliferacion y posterior apoptosis de los
osteoblastos y mayor activacion de los osteoclastos; asi como apoptosis de condrocitos
en el cartilago. Igualmente, tanto los pacientes como los modelos de ratones con DM1
muestran una rapida pérdida de peso durante el inicio de la enfermedad y, ademas, si no
es tratada se crea un estado que resulta en una pérdida de grasa y proteinas. Esta estrecha
relacion entre tejido adiposo y tejido Gseo parece estar explicada por la secrecion de
leptina por parte de los adipocitos. La leptina produce un desequilibrio en la formacion
de hueso, exhibiendo una disminucion del volumen éseo cortical por lo que los pacientes
diabéticos tipo | presentan un mayor volumen 6seo trabecular. Se ha establecido que la
unién de la leptina a sus receptores en el hipotalamo aumenta la expresion de
noradrenalina activando la via de los receptores adrenérgicos B2 en los osteoblastos,
inhibiendo la formacion de hueso y aumentando la expresidn de los receptores activadores
del factor nuclear kB que promueve la diferenciacion y proliferacion de los osteoclastos
(Carvalho y cols., 2019). Un aumento de la osteoclastogénesis bajo condiciones
hiperglucemicas se manifiesta en un aumento de los genes relacionados con los
osteoclastos, como la catepsina Ky la fosfatasa acido resistente al tartrato (FATR) y en
un incremento del nimero de osteoclastos en el hueso alveolar y trabecular (Shen y cols.,
2019). En efecto, los estudios sobre las complicaciones asociadas a la DM1 han
demostrado un enlace consistente entre complicaciones microvasculares y alteraciones en
la estructura 6sea. Sin embargo, aun no es evidente si estas alteraciones en pacientes con
DML1 resultan de la microangiopatia por la enfermedad microvascular que produce una
reduccion en el flujo sanguineo y una alteracion del remodelado del tejido 6seo estando
asociada a un aumento del estrés oxidativo, dafio en el ADN y activacion de la apoptosis

de las células de la médula dsea o por cambios celulares y moleculares causados por una
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hiperglucemia controlada. Ademas de la insulina, las células B pancreaticas producen
otros factores osteoporoticos, como el polipéptido amiloide de los islotes (IAPP) y
preptina, miembros de la familia de péptidos relacionados con el gen de la calcitonina. La
produccion de estos péptidos se encuentra ausente en pacientes con DM1 (Hamann y
cols., 2012).

En contraste a la DM1, que esta caracterizada por un bloqueo de la produccion de
insulina, la DM2 se desarrolla en respuesta a la resistencia a la insulina. La DM2 se
caracteriza por hiperglucemia e hiperinsulinemia que produce un efecto negativo sobre
las propiedades dseas. Por una parte, la hiperglucemia interrumpe la remodelacién del
hueso llevada a cabo por osteoblastos y osteoclastos (Hamann y cols., 2012; Lekkala y
cols., 2019). Ademas, un exceso de glucosa puede alterar las propiedades del hueso a
través de la acumulacion de AGE vy los efectos posteriores consecuencia de la interaccién
AGE-RAGE. Por otra parte, la insulina es un agente anabdlico y la hiperinsulinemia
puede ayudar a explicar la mayor densidad mineral 6sea observada en pacientes con DM2.
Ademas, la sefalizacion de la insulina ayuda a regular la proliferacion de osteoblastos y
a mantener la osteoclastogénesis (Lekkala y cols., 2019). De este modo, los pacientes con
DM2 tienen un mayor peso corporal debido, sobre todo, a una mayor densidad mineral
6sea (con T-score 0°3-0°8, es decir, unos valores mas altos que en aquellos casos controles
sin diabetes mellitus para la misma edad y peso) que los pacientes no diabéticos (Hamann
y cols., 2012; Ho-Pham y cols., 2018). De esta manera, es de esperar que los pacientes
DM2 tengan un menor riesgo de fractura. Sin embargo, estudios observacionales han
encontrado que aunque los pacientes con DM2 tengan una mejor densidad mineral 0sea,
su riesgo de fractura es mayor que los no diabéticos (Hamann y cols., 2012; Ho-Pham y
cols., 2018; Lekkala y cols., 2019). Es necesario tener en cuenta que los estudios sobre la
asociacion entre diabetes y salud 6sea tienen dos dificultades que estan relacionadas con
la medicacion y la medicion de la composicién ésea. El principal factor de confusion es
que la medicacidon antidiabética tiene efectos adversos sobre el metabolismo Gseo
(Hamann y cols., 2012; Ho-Pham y cols., 2018). Algunos antidiabéticos orales podrian
dirigirse especificamente a los osteoblastos y afectar asi a la formacion de hueso. La
metformina estimula la diferenciacion de osteoblastos mediante la transactivacion de
RUNX2. Las glitazonas activan el receptor omega, activador del proliferador de

peroxisoma que podria desplazar las células precursoras hacia el linaje adipocitico a costa
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de la formacion de osteoblastos (Hamann y cols., 2012). Ademas, la mayoria de los
estudios usaron absorciometria dual de rayos X, tecnologia para medir la DMO que no
distingue entre densidad mineral cortical y trabecular siendo la primera el principal
determinante de la resistencia 6sea (Ho-Pham y cols., 2018). Una serie de factores que
comprenden hiperglucemia, estrés oxidativo, citoquinas y adipoquinas inflamatorias
derivadas de la materia grasa y AGE inhiben, colectivamente, la funcién de los osteocitos,
alterando el recambio 6seo y degradando las propiedades del colageno. Todo ello altera
la calidad 6sea que puede contribuir a una disminucion de la resistencia a las fracturas
por la alteracion de la microarquitectura ésea y de la remodelacion 6sea, asi como de las
propiedades de la matriz de colageno por la acumulacién de AGE (Morgan y cols., 2018;
Lekkala y cols., 2019). La acumulacion de los AGE mediante glicacion no enzimatica,
una reaccion espontanea entre residuos acidos amino en las fibras colagenas y azlcares
extracelulares, pueden conducir a una pobre composicion de la matriz del tejido 6seo.
Asi, dicha acumulacion afecta negativamente a las propiedades mecanicas, lo que puede
contribuir a un aumento de la fragilidad esquelética (Karim y cols., 2018). Ademas, los
AGE al interaccionar con el RAGE inducen estrés oxidativo e inflamacion (Lekkala y
cols., 2019).

No obstante, se presupone que los individuos con DM2 no diagnosticada tienen
mayor cantidad de masa grasa pero pobre densidad 6sea cortical lo que conlleva a una
reduccion de la resistencia de los huesos y, por tanto, alto riesgo de fractura por fragilidad.
De este modo, la mayor densidad 6sea trabecular y la pobre densidad cortical se traduce
en un menor indice de estrés de resistencia 6sea siendo un importante predictor del riesgo
de fractura (Ho-Pham y cols., 2018). No obstante, todavia no se conoce la medida en que
la remodelacion oOsea y las propiedades materiales estan afectadas por los efectos
simultaneos de la hiperglucemia, la acumulacion de AGE vy la hiperinsulinemia (Lekkala
y cols., 2019).

En definitiva, tal y como se ha demostrado, la diabetes afecta las propiedades
biomecanicas del hueso disminuyendo la fuerza mecénica, la resistencia a la flexion y la
rigidez a la torsion. A todo ello debe afiadirse las alteraciones en el esqueleto asociadas a
la edad (osteoporosis tipo Il), aumentando ain maés la fragilidad dsea en pacientes

diabéticos de edad avanzada (Xu y cols., 2016).
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1.3.5. Cuadro clinico

En lo referente a la clinica de la DM1, los sintomas cardinales son atribuibles a la
hiperglucemia de dias o semanas de evolucion. En concreto son: poliuria, polidipsia,
polifagia, astenia y pérdida de peso. Una de las complicaciones metabdlicas agudas méas
graves es la cetoacidosis diabética, causada por un déficit relativo o absoluto de insulina
y un incremento concomitante de las hormonas contrainsulares y caracterizada por la
triada de hiperglucemia, cetosis y acidosis metabolica. Por su parte, la mayor parte de los
casos de DM2 se producen en el contexto del Ilamado sindrome metabolico. Este
sindrome se caracteriza por la presencia de insulinoresitencia e hiperinsulinismo
compensador asociado a trastornos del metabolismo hidrocarbonado, cifras elevadas de
presion arterial, alteraciones lipidicas y obesidad, con un incremento de la
morbimortalidad de origen aterosclerdtico. La clinica cardinal de la DM2, entre la que
encontramos debilidad, poliuria o polidipsia se presenta frecuentemente de forma
insidiosa a lo largo de semanas 0 meses. No obstante, independientemente de la clase de
DM, los pacientes presentan una elevada tasa de fracturas dseas debido al impacto tan
negativo que tiene esta entidad sobre la fisiologia 6sea (Tebar-Masso y Escobar-Jiménez,
2009).

1.3.6. Diagnostico
Al diagnostico de la DM se puede llegar por tres vias:

1. La medicion de la glucosa plasmatica en ayunas: si la glucemia plasmaética
en ayunas es > 126 mg/dl es diagndstica de DM. No obstante, en ausencia de una
hiperglucemia inequivoca, es recomendable repetir la prueba otro dia.

2. Los sintomas de DM (poliuria, polidipsia, polifagia, astenia y/o pérdida de
peso) y una glucemia plasmatica en cualquier momento del dia y sin relacién con ayuno
0 ingesta previa >200 mg/dl son suficientes para el diagnostico de DM.

3. Glucemia plasmatica a las 2 horas de la tolerancia oral a la glucosa con
75g de glucosa > 200 mg/dl. Este diagndstico deberia ser confirmado y considerado
provisional mientras tanto. Para la confirmacion no debe usarse la hemoglobina
glicosilada (HbAlc) (Tebar-Masso y Escobar-Jiménez, 2009).

4,
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1.3.7. Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con DM consiste en educacion sobre pautas de
estilo de vida saludables, evaluacion de la posibilidad de complicaciones micro y
macrovasculares (retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfermedad coronaria),
normalizacion de la glucemia, reduccion de los factores de riesgo cardiovasculares y
omision de farmacos que pueden agravar las anomalias del metabolismo insulinico y
lipidico. La DM2 presenta en su historia natural una serie de transformaciones en su
fisiopatologia, por lo que resulta imprescindible que adaptemos el tratamiento a su curso
evolutivo. Asi, ademas del consejo dietético y la actividad fisica, el tratamiento inicial en
la mayoria de pacientes con DM2 debe incluir metformina, ya que este tratamiento puede
inducir la normoglucemia si el cumplimiento es 6ptimo. Si existen contraindicaciones se
podria considerar una sulfonilurea de corta duracion, como terapia inicial, siempre
acompariada de cambios en el estilo de vida en el momento del diagndstico, de cara a
contrarrestar la ganancia de peso que, generalmente, se asocia al tratamiento con
sulfonilureas. Para pacientes que no toleran 0 no son candidatos a metformina o a
sulfonilureas, la repaglinida es una alternativa razonable, sobre todo, en pacientes con
enfermedad renal cronica. Otra terapia alternativa es una tiazolidinediona para pacientes
con valores inciales bajos de HbAlc o si hay contraindicaciones especificas a las
sulfonilureas. En pacientes intolerantes o aquellos en lo que la metformina, sulfonilureas
o tiazolidinedionas estan contraindicadas, se puede considerar la sitagliptina, inhibidor de
la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4). En lo que respecta a la insulina también puede ser
considerada como primera linea terapéutica en todos los pacientes con DM2, sobre todo,
aquellos que presentan una HbAlc > 10%, glucemia en ayunas > 200 mg/dl,
determinaciones de glucemia persistentemente > 300 mg/dl o cetonuria. Aunque no es
aconsejable utilizar insulinas premezcladas en el tratamiento de la DML1, es una opcién
razonable en los pacientes con DM2. Los regimenes mas complejos de insulina pueden
usarse en los pacientes con DM2 para intentar conseguir la normoglucemia, afiadiendo
insulina de accidn rapida o ultrarrapida, antes de las comidas. Cabe destacar que en los
pacientes con DM2 vy resistencia elevada a la insulina requieren un tratamiento con
farmacos insulinosensibilizadores asociados a la insulina para conseguir un control
glucémico aceptable. Por otra parte, la terapia farmacoldgica para perder peso también

puede usarse en los pacientes con DM2. Finalmente, el tratamiento quirdrgico de los
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pacientes obesos con diabetes provoca el mayor grado de disminucion de peso a largo
plazo y la mejoria mas importante en el control glucémico (Tebar-Masso y Escobar-
Jimenez, 2009).

1.3.8. Induccion de la diabetes en modelos de experimentacion animal

La DM puede reproducirse en animales de experimentacion mediante diversos
métodos, entre los que podemos distinguir la induccion hormonal, la administracion de
farmacos y la manipulacion genética (Arias-Diaz y Balibrea, 2007; King, 2012) (Figura
3). Actualmente, la técnica mas importante y mas frecuentemente utilizada es el empleo

de farmacos destacando el aloxano y la estreptozotocina.

Induccion Manipulacion
hormonal ‘ genetica
v Cﬂrhmﬁﬁ ¥ Proteinasz que
¢ Semato:atma | peTRYPTOZO- Aloxano parecen influir &
¥ Glucagon -TOCINA | el  metaboliano
v Catecolaminas " Y, glucidico

Efecto crtotoxico

Figura 3. Metodos de induccion de diabetes en modelos animales

1.3.8.1. Induccion hormonal

La administracion de corticoides en diversos periodos de la vida del animal puede
causar un estado similar a la DM2 humana, este modelo seria especialmente apropiado
para el estudio de la DM2 que aparece en humanos trasplantados o en el tratamiento
esteroideo cronico de otra causa (Arias-Diaz y Balibrea, 2007). Otras hormonas que
pueden causar hiperglucemia en animales de experimentacion son la somatostatina, el

glucagon, las catecolaminas y la tiroxina (Arias-Diaz y Balibrea, 2007; King, 2012).
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1.3.8.2. Administracién de farmacos

Otros modelos estan basados en la administracion de determinadas sustancias con
efectos toxicos sobre las células. Tal es el caso de la estreptozotocina (STZ), un
antibidtico utilizado en la quimioterapia del cancer que induce DM2 en roedores mediante
destruccion celular. Otro farmaco utilizado a veces con el mismo fin es el aloxano. Por
su parte, la STZ es un derivado de la nitrosourea aislado del Streptomyces achromogenes
con actividad antibidtica y antineoplasica de amplio espectro. Se trata de un potente
agente alquilante que interfiere con el transporte de glucosa y con la funcién de la
glucokinasa, e induce multiples puntos de ruptura en doble hélice del ADN. La molécula
de la STZ consta esencialmente de glucosa ligada a un fragmento reactivo de nitrosourea,
y como tal es internalizada a través de los transportadores celulares de glucosa. Una vez
dentro, el fragmento de nitrosourea es liberado y ejerce su actividad toxica. Dado que las
células pancreéticas son mas activas que las demas en la captacion de glucosa (tienen que
monitorizar continuamente sus niveles plasmaticos), también resultan mas sensibles al
efecto toxico de la STZ (Arias-Diaz y Balibrea, 2007; King, 2012). La sensibilidad a la
STZ varia segun la especie animal, la cepa, el sexo, la edad y el estado nutricional. El
modo y ruta de su administracién resultan determinantes para su efecto. Una Unica dosis
importante de estreptozotocina puede inducir diabetes en roedores, probablemente debido
a efecto toxico directo. De modo alternativo, se puede usar en forma de maltiples dosis
pequefias (p. ej., 40 mg/kg en 5 dias consecutivos). La principal ventaja de los modelos
basados en la administracion de farmacos es que el grado de alteracion de las células
puede ser regulado de acuerdo con la dosis de toxina administrada. Su gran desventaja
reside en que rara vez la diabetes humana es causada por un toxico de este tipo (Arias-
Diaz y Balibrea, 2007).

1.3.8.3. Manipulacion genética

La introduccion de las técnicas de biologia molecular dio lugar a la aparicion de
un gran nimero de modelos animales Utiles para el estudio de la DM2. Al modificar genes
especificos, dichas técnicas permiten producir ratones que sobreexpresen o carezcan de
una proteina determinada, que se sospeche que ejerzan alguna funcion en el metabolismo
de la glucosa (Arias-Diaz y Balibrea, 2007; King, 2012). Este tipo de modelos se ha

desarrollado especialmente en ratones debido a que hay mas herramientas moleculares y
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tecnologias disponibles para esta especie. Los tipos de manipulaciones que afectan a un
gen especifico y que pueden interesar para producir un modelo diabético son: a)
sobreexpresion, da lugar a ratones Ilamados transgénicos, b) eliminacion, obtiene ratones
llamados “knock-out” y ¢) reemplazo, produciendo ratones llamados “knock-in” (Arias-

Diaz y Balibrea, 2007).
1.4. REGENERACION OSEA Y OSTEOPOROSIS + DIABETES

El nimero de investigaciones que relacionan diabetes y osteoporosis ha crecido
exponencialmente en los Ultimos afios, no sélo por el significativo aumento en la
incidencia de estas dos enfermedades debido al aumento de la esperanza de vida en las
sociedades occidentales, sino también porque ambas comparten una caracteristica
fundamental: la fragilidad 6sea. Los motivos de esta mayor fragilidad no estan totalmente
dilucidados, aunque si se han observado diferencias estructurales en el hueso de los
pacientes con DM1 y DM2. Asi, diversos estudios afirman que en la DM1 existe una
marcada disminucién de la DMO, lo que, evidentemente, explica una peor regeneracion
Osea en estos pacientes; mientras que en laDM2 la DMO se encuentra en niveles normales
e incluso, levemente incrementados. Por ello, en este grupo de DM intervienen una gran
variedad de factores que ejercen un efecto negativo en la regeneracién 6sea. Entre ellos,
destaca la mayor porosidad de la cortical 6sea en pacientes diabéticos respecto de aquellos
que no lo son. Estudios sugieren que la porosidad cortical podria estar causada por un
compromiso de la vascularizacion en la capa cortical, consecuencia de la microangiopatia
diabética, aumentando asi el riesgo de fractura dsea. Igualmente, estudios experimentales
y clinicos proporcionan evidencia que la acumulacion de los productos finales de la
glicosilacion avanzada (PGA) en el colageno del hueso diabético contribuye a reducir las
propiedades mecanicas 0seas y por tanto, a un mayor aumento de la susceptibilidad a la
fractura. El estado de hiperglucemia al que estan expuestos los pacientes con DM2 induce
la formacion de una base de Schiff de cuyos productos de intermediacion se forman
dicarbonilos altamente reactivos. Estos dicarbonilos y las cadenas laterales de NH»
pueden conllevar a la produccion de PGA irreversibles tales como Ne-carboximetil-lisina
y pentosidina. La acumulacién de estos productos estimula la formacién de colageno
defectuoso debido a la creacion de enlaces cruzados irreversibles entre las fibras de
colageno que interfieren en el desarrollo de la matriz de colageno, ademas de producir
una alteracién en la funcion de los osteoblastos (Epstein y cols., 2016; Wang y cols.,
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2016). Adicionalmente, el aumento de receptores de PGA circulantes, localizados en los
osteoblastos y en las células inmunoldgicas, aumentan la producciéon de citoquinas
inflamatorias y de ERO, relacionados con un incremento en la reabsorcion 6sea y con
cambios estructurales a través de modificaciones posteriores a la traduccién (Epstein y
cols., 2016; Wang y cols., 2016). La hiperglucemia aguda y crénica disminuye la
regulacion en la expresion y actividad de la osteocalcina (OCN), disminuyendo la
absorcion de calcio en los cultivos de osteoblastos, mientras que aumenta la expresion de
receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPARY). Este receptor aumenta la
diferenciacion en adipocitos, independientemente de la diferenciacion de las CMM-MO
hacia la linea osteoblastica (Epstein y cols., 2016; Wang y cols., 2016). Esta osteodistrofia
diabética se complica aun mas por el efecto que inducen los bajos niveles de vitamina D,
esto es, alteracién en el suplemento vascular y neuropatia. Del mismo modo, los factores
asociados al del estilo de vida y los farmacos hipoglucemiantes pueden alterar las
propiedades del hueso. Asi, la pérdida de peso, que estd fuertemente asociada como
terapia de primera linea en pacientes diabéticos, puede estar implicada en el aumento de
las tasas de reabsorcion dsea (Epstein y cols., 2016; Wang y cols., 2016). Del mismo
modo, es importante destacar medicaciones comunmente usadas para el tratamiento de la
diabetes tales como la tiazolidinedionas (TZD), las sulfonilureas y la insulina (Epstein y
cols., 2016; Wang y cols., 2016). Al contrario, muchos estudios informan que la
metformina aumenta de manera dosis-dependiente la proliferacion de células similares a
osteoblastos y promueve la diferenciacion osteobléstica in vitro, y algunos investigadores
muestran un aumento de la expresion de colageno-1 y del ARN mensajero de la
osteocalcina, estimulando la actividad de la fosfatasa alcalina y mejorando la
mineralizacion celular. Por su parte, la insulina interviene en la relacion diabetes-
metabolismo 6seo ya que induce la sintesis del factor de crecimiento similar a la insulina-
1 (IGF-1), el cual tiene una estructura homologa a la insulina interviniendo en la vias de

sefializacion de la reconstruccién 6sea (Wang y cols., 2016).

El control excesivo de la glucosa en sangre produce un estado de hipoglucemia
implicando un deterioro cognitivo y mareos asociados a la mala vision (retinopatia
diabética) y a la neuropatia periferica aumentando el riesgo de caidas, elevando asi la tasa
de mortalidad de la osteoporosis (Epstein y cols., 2016; Wang y cols., 2016).

Recientemente, se ha desarrollado una nueva clase de medicamento para tratar la diabetes,
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son los inhibidores de SGLT-1y SGLT-2 que acttan bloqueando la captacion de glucosa
intestinal y la reabsorcion de glucosa renal a través de los transportadores sodio-glucosa.
Esto medicamentos se han relacionado con un mayor riesgo de fractura. Los mecanismos
pueden incluir alteracion del transporte de minerales hacia los tubulos renales. Estudios
in vitro aseguran que una exposicion a largo plazo de los inhibidores de SGLT-2 ejercen
efectos adversos en los compartimentos trabeculares del hueso. Ademas, si los pacientes
diabéticos tienen un deterioro de la funcion renal, estan en dialisis o se han beneficiado
de un trasplante de o6rganos, la osteodistrofia renal y las terapias inmunosupresoras
influyen negativamente en la calidad 6sea (Epstein y cols., 2016). Otros factores incluyen
el aumento de pérdida de calcio en la orina consecuencia de la hipertonicidad diabética
(Wang y cols., 2016).

Tal y como se comentaba anteriormente, el recambio y la integridad del hueso se
ven afectados por la osteoporosis y la diabetes mellitus. Cuando ambas condiciones
patoldgicas se combinan, el recambio éseo se acelera y se produce una pérdida de hueso
aditiva (Morgan y cols., 2018; Zheng y cols., 2018). En ratas diabéticas ovariectomizadas
se observa aumento de la separacion trabecular y de los biomarcadores de recambio 0seo,
al mismo tiempo que una disminucion de la DMO, del volumen del hueso y del grosor de
las corticales, lo que indica la validez del modelo animal (Zheng y cols., 2018). Como
enfermedad sistémica cronica que afecta a los huesos, la diabetes mellitus produce un
efecto sinérgico junto con la osteoporosis, aumentando el riesgo de fractura y retrasando
la curacion 6sea (Wu y cols., 2019). Dicho en otras palabras, los pacientes diabéticos que
sufren de osteoporosis son demandantes de los métodos de la ingenieria tisular 6sea ante
defectos en el hueso puesto que presentan el efecto negativo de ambas enfermedades
sobre la fisiologia dsea. Sin embargo, es necesario investigar con mas profundidad como
se comportarian las implantaciones de la ingenieria tisular Gsea en estos pacientes
(Morgan y cols., 2018; Wu y cols., 2019; Zheng y cols., 2018).
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1.5. ELEMENTOS DE LA INGENIERIA TISULAR OSEA
1.5.1. Matrices sintéticas tridimensionales

Las matrices son esenciales para lograr la curacion y reparacion in vitro e in vivo
del tejido dafiado y han demostrado tener un notable éxito en las aplicaciones de la
ingenieria tisular (Eap y cols., 2015; Hashemibeni y cols., 2014; Bouler y cols., 2017).
Estas matrices, realizadas a partir de diferentes biomateriales, proporcionan un
compartimiento bioquimico y mecéanico tridimensional que determina la estructura y
funcion del nuevo tejido formado y son responsables de trasmitir abundantes sefiales
quimicas y mecanicas que median la fisiologia celular, tales como la adhesién, migracion,
proliferacion y muerte celular para, posteriormente, originar el crecimiento de nuevo
tejido oseo (Shang y cols., 2014; Yu y cols., 2017; Millan y cols., 2018). Ademas, ejercen
una importante funcion en proporcionar un soporte mecanico que permita la maxima
union de las células madre mesenquimales, asi como en permitir la diferenciacion
osteogénica in vitro, la deposicion de la matriz 6sea mineralizada después de su
implantacién in vivo y posibilitar el suministro de nutrientes y oxigeno a las células
(Shang y cols., 2014; Cheng y cols., 2013; Hashemibeni y cols., 2014; Rameshwar y cols.,
2015; Gadelkarim y cols., 2018). De este modo, esta matriz ideal para la regeneracion
tisular dsea ha sido disefiada para imitar la estructura y funcién biolégica de un tejido
6seo sano en términos tanto de composicidn quimica, estructura y propiedades bioldgicas
(Eap y cols., 2015; Hongshi y cols., 2018). Asi, con el fin de lograr con éxito la
osteoinduccion a través de la ingenieria tisular 6sea para regenerar el hueso perdido, en
las dltimas cinco décadas se ha estudiado esta propiedad en un gran nimero de materiales
(Eap y cols., 2015). A pesar de ello, el pardmetro exacto y los mecanismos que gobiernan
la formacion ectopica de hueso aun no estan completamente definidos. No obstante, se
sugiere gque los parametros que se deben tener en cuenta a la hora de escoger el biomaterial
con el que se elaborara la matriz son: i) la composicion quimica y las propiedades de
disolucion del material, lo que crea un ambiente rico en iones de calcio y fosfato. ii) la
geometria, esto es, el tamafio de los poros, la interconectividad y la porosidad que presenta
el material, lo que favorece en distinto grado, por difusion pasiva, a la proliferacion
celular y el efectivo transporte de nutrientes, oxigeno, factores de crecimiento y residuos
del metabolismo celular, al igual que la proliferacion y crecimiento de nuevos vasos

sanguineos, asi como el continuo crecimiento de tejido 6seo desde la periferia al interior
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de las matrices (Wang y cols., 2014; Gadelkarim y cols., 2018; Hongshi y cols., 2018;
Wang y cols., 2017; Millan y cols., 2018). Por ejemplo, el estudio hecho por Deng y cols.
en 2014 (Deng y cols., 2014) asegura que un mayor porcentaje de porosidad permite un
mejor reclutamiento celular y una mejor vascularizacion lo que se traduce en una mejora
en la osteogénesis. El tamafio del poro de las matrices puede dictar la estructura y el modo
de formacién del nuevo hueso, de modo que, un tamafio mas grande del poro puede
facilitar una mayor difusion de oxigeno y de nutrientes y favorecer el proceso de la
angiogénesis durante la remodelacion del hueso (Deng y cols., 2014). iii) la topografia de
la superficie y los microporos que afectan a la diferenciacion osteogénica de las células
indiferenciadas, ya sea directamente (diferenciacion mediada por adhesion) o
indirectamente (a través de la adhesion y precipitacion de proteinas enddgenas y
promoviendo la adhesidn entre osteoblastos y superficie de la matriz y el intercambio de
sustancias (Wang y cols., 2014; Chengy cols., 2013; Hongshi y cols., 2018; Wang y cols.,
2017). iv) la hidrofilia del material puesto que cuanto mayor sea la hidrofilia de los
elementos que componen la matriz, mas facilmente se adheriran las células. Esta es una
caracteristica crucial porque gracias a una efectiva adhesion celular se puede permitir su
migracion, proliferacién y diferenciacién sobre la matriz y v) las especies y la genética
de los modelos animales empleados para llevar a cabo la experimentacion y el sitio de
implantacién del sustituto 6seo (Wang y cols, 2014; Cheng y cols, 2013; Wang y cols,
2017) (Figura 4).

Asi, estas matrices incluyen metales, polimeros reabsorbibles y no reabsorbibles,
ceramicas inertes (aluminio, zirconio), cerdmicas de vidrio especial descritas como
cristales bioactivos: sulfato de calcio, carbonatos de calcio y fosfatos de calcio. Estos
materiales inorganicos difieren de la composicion y las propiedades fisicas entre si'y con
respecto al hueso (Bouler y cols., 2017; Millan y cols., 2018). De entre todas ellas
destacan las matrices bioceramicas (ceramicas de fosfato de calcio, ceramicas de silicato
de calcio, cristales bioactivos) por su biocompatibilidad y similitud quimica con la fase
mineral del hueso (Hongshi y cols., 2018; Millan y cols., 2018). Suponen un atractivo
elemento para la regeneracion tisular del hueso por su similitud con los componentes
nativos 0seos inorganicos gracias sus caracteristicas de biocompatibilidad,

biodegradabilidad,  hidrofilidad,  bioactividad, porosidad, = semipermeabilida,
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osteoconductividad y osteoinduccion (Gadelkarim y cols., 2018; Hongshi y cols., 2018;

Millan y cols., 2018).

Sin embargo, estas matrices extracelulares inertes no generan de manera eficiente
una reparacion duradera del tejido 6seo formado. Por tanto, existe una necesidad de
investigar nuevos materiales que garanticen una liberacion sostenida de compuestos
activos favoreciendo la creacion de un tejido éseo de calidad, es decir, un hueso con
densidad, volumen trabecular y contenido en mineral que permita soportar las cargas a

las que es sometida la zona del defecto dseo (Eap y cols., 2015).

Arquitactura individual
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Figura 4. Caracteristicas de las matrices empleadas en la regeneracion ésea
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1.5.2. Células madre mesenquimales

Las células madre (CM) constituyen el tipo celular por excelencia que forma parte
de la ingenieria tisular dsea por su capacidad de autorenovacion y de diferenciacion en
multiples estirpes celulares (Figura 5). Los cientificos descubrieron que las células madre
mesenquimales del adulto (CMM) son el Unico tipo celular que posee la funcion de
reparar el tejido dafiado o enfermo encontrandose en una amplia variedad de tejidos del

organismo (Asatrian y cols., 2015; Moraldi y cols., 2018).

Calula mad

Procszo da P:r-::-:aa dE
Autorenoyvacion
| Calula difsrenciada

Figura 5. Caracteristicas de las células madre mesenquimales

Estas células madre se encuentran en distintos tejidos del organismo, tales como
la médula dsea, y en situaciones de estrés, como es el caso de las lesiones 6seas, son
reclutadas al sitio del defecto diferenciandose en diversos tipos celulares (osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, mioblastos, cardiomiocitos, hepatocitos, neuronas, astrocitos,
células endoteliales, fibroblastos y células estromales) y contribuir, asi, a la regeneracion
de los tejidos musculoesqueléticos como huesos, cartilagos, tejidos adiposos, muasculos y
tendones (Weira y Hockin, 2010; Weil y cols., 2014; Qiu y cols., 2014). No obstante, el
uso de células madre embrionicas ha sido de gran interés debido a su capacidad
pluripotente, esto es, su capacidad de diferenciacion en cualquier tipo de célula que
compone el cuerpo humano. Sin embargo, sus aplicaciones clinicas son bastante limitadas
debido a cuestiones éticas y a las dificultades que supone el control de su diferenciacion
en un unico linaje celular, que normalmente produce la formacién de un teratoma (Liao
y cols., 2014; Moraldi y cols., 2018). En 2006, el Comité de Células Madre Tisulares y
Mesenquimales de la Sociedad Internacional de Terapia Celular public6 cuatro criterios
minimos para clasificar a una célula como célula madre mesenquimal. En primer lugar,
las CMM tienen la capacidad de adherirse a superficies plasticas cuando se mantienen en
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condiciones estandar de cultivo. En segundo lugar, deben ser células estromales
multipotentes que puedan diferenciarse en osteoblastos, condrocitos y adipocitos. En
tercer lugar, expresen los biomarcadores de superficie CD73, CD90 y CD105.
Finalmente, no deben expresar los marcadores CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19,
CD79a. Asimismo, dicho comité afirm6 que la diferenciacion en células neurogénicas o
miogénicas no es una caracteristica necesariamente requerida para clasificar una célula
como CMM (Asatrian y cols., 2015; Moraldi y cols., 2018).

Tras el descubrimiento inicial de las células madre mesenquimales de la médula
6sea (CMM-MO), se identificaron numerosas fuentes de CMM, incluyendo tejidos de
origen fetal (cordén umbilical, sangre de cordén umbilical o de la placenta), asi como
diversos tejidos adultos (dermis, pulpa dental, periostio, vasos sanguineos, médula 6sea,

membrana sinovial, endometrio y tejido adiposo, entre otros) (Asatrian y cols., 2015).
1.5.3. Células madre mesenquimales de la médula 6sea (CMM-MO)

Las CMM-MO son células multipotentes que se originan a partir del estroma de
la médula dsea y constituyen una atractiva fuente de precursores osteogénicos para la
ingenieria tisular 6sea (Cheng y cols., 2013; Hashemibeni y cols., 2014; Moraldi y cols.,
2018). La mayoria de los estudios publicados sobre regeneracion 6sea han usado células
madre mesenquimales de la médula désea puesto que ha sido considerada la principal
fuente de células madre mesenquimales por su elevada tasa de aislamiento, gran
capacidad proliferativa y elevado potencial de diferenciacion (Ortiz Moura Fideles y
cols., 2019; Jin y cols., 2019). Esta capacidad ha permitido que las células madre
mesenquimales de la médula 6sea (CMM-MO) se consideren como una fuente ideal para
las aplicaciones de la ingenieria tisular sea (Shang y cols., 2014). Son las células madre
adultas mejores conocidas y mas caracterizadas. Fueron descritas por primera vez por
Friedenstein y cols. (Friedenstein y cols., 1970), quienes afirmaban que estas células
presentaban la caracteristica de adherencia a la superficie plastica al ser aisladas de la
médula 6sea y manifestaban una apariencia similar a los fibroblastos cuando estaban en
cultivo (Friedenstein y cols., 1970). A partir de entonces, se publicaron articulos sobre las
aplicaciones de las CMM-MO en la ingenieria tisular 6sea tanto en estudios in vitro como

in vivo (Liao y cols., 2014; Moraldi y cols., 2018).
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Existen multiples ventajas en utilizar CMM-MO para la regeneracion 6sea. Por
una parte, estas células son capaces de diferenciarse en células osteogénicas. Por tanto, al
poder ser estimuladas por los adecuados factores microambientales, son capaces de
formar nuevo hueso en el sitio de su implantacion. Por otra parte, las CMM-MO pueden
mejorar la eficiencia de la formacién de nuevo hueso mediante la secrecion de factores
de crecimiento como proteina morfogénica dsea-2 (BMP-2) o el factor de crecimiento
endotelial vascular (FCEV), los cuales constituyen un papel clave en la formacién dsea
(Cheng y cols., 2013). Ademas, los osteoblastos que derivan de las CMM-MO secretan
una gran variedad de citoquinas, incluyendo la interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-7 y el factor
estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) que mantienen y regulan
las actividades bioldgicas de las células madre hematopoyéticas (Qiu y cols., 2014). A
todo ello, se suman las ventajas de ser facilmente accesibles, tener la capacidad de
expansion y auto-renovacion y poseer un minimo riesgo de rechazo inmunolégico y de
tumorigenicidad. Por estas razones, las CMM-MO constituyen una excelente fuente
celular para reparar defectos 6seos maxilofaciales y ortopédicos (Song y cols., 2015;
Weira y Hockin, 2010; Bornes y cols., 2014).

Sin embargo, las CMM-MO no estan exentas de presentar ciertos inconvenientes
a la hora de desarrollar un protocolo adecuado de terapia celular. Estas caracteristicas
desfavorables son, entre otras: i) el limitado numero de células que se obtienen de los
aspirados de médula oOsea, siendo éste un procedimiento doloroso, ii) potenciales
complicaciones derivadas de su adquisicion vy iii) la poca capacidad multipotente que
presentan estas células después de sucesivos pasajes y en personas de edad. Estas
propiedades adversas hacen necesario enfocar las investigaciones hacia la busqueda de
una mejor fuente celular alternativa para la ingenieria tisular 6sea (Liao y cols., 2014;
Moraldi y cols., 2018; Ortiz Moura Fideles y cols., 2019; Jin y cols., 2019; Osagle-
Clouard y cols., 2019; Shanbhag y cols., 2019).
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1.5.4. Aplicacion de las CMM-MO frente al concentrado de médula 6sea (CMO)

La médula Osea es el unico 6rgano del cuerpo humano en el que coexisten dos
tipos diferentes de células madre: las células madre derivadas de la médula 6sea (CM-
MO) vy las células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea (CMM-MO). Las
células madre de la médula dsea (células madre hematopoyéticas, células progenitoras
endoteliales y células madre mesenquimales) constituyen aproximadamente el 2% del
total de las poblaciones celulares de la médula 6sea (Mariano y cols., 2015; Liao y cols.,
2013).

Las células madre representan una prometedora herramienta para el futuro de la
medicina regenerativa al ser capaces de diferenciarse en cualquier tipo celular, 6rgano o
tejido. Estas células madre pueden clasificarse, principalmente, en tres grupos: i) células
madre embrionarias cuyo origen se encuentra en la capa mas interna del blastocito,
capaces de formar células de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo,
endodermo), ii) células madre fetales, aquellas que se encuentran en el embrién y forman
los distintos 6rganos del cuerpo humano; incluyendo las células de la cresta neural, las
células hematopoyéticas y las células progenitoras pancreaticas Yy iii) las células madre
adultas que se encuentran en varias regiones del organismo del adulto como en la médula
6sea, la piel, los 0jos, las visceras y el cerebro. En términos de capacidad de proliferacion,
las células madre también se clasifican en células totipotentes, pluripotentes o
multipotentes. Las celulas madre totipotentes presentan una alta capacidad para la
diferenciacion y pueden llegar a formar un individuo completo, pero carecen de la
capacidad de auto-renovacién. Por otra parte, las células pluripotentes son capaces de
diferenciarse en cualquiera de los mas de doscientos tipos de células que componen el
cuerpo humano. Finalmente, son las células multipotentes las que dan lugar a las células
de un tejido especifico, por ejemplo, las células madre hematopoyéticas originan las
células de la sangre, mientras que las células madre neuronales producen las neuronas y
las células gliales. Otro grupo de células madre que se han estudiado ampliamente en los
Gltimos afios pero que no se encuentran de forma natural en el organismo, son las células
madre pluripotentes inducidas que son capaces de regresar a su estado pluripotente
mediante mecanismos derivados de la ingenieria genética (Fujimaki y cols., 2013;
Rameshwar y cols., 2015).
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Las células madre que se encuentran en la médula 6sea pueden ser recogidas y
aisladas del resto de células contenidas en este 6rgano, segun diversos autores, mediante
dos métodos (Liao y Tse, 2013; Ohnishi y cols., 2014). Uno obtiene dichas células a partir
de la aspiracion de una porcion de la médula dsea para luego someter el aspirado a una
centrifugacion por gradiente de densidad o, menos utilizado, mediante un separador
celular, mientras que el otro procedimiento consiste en el aislamiento, cultivo y expansion
de las CMM-MO (Ohnishi y cols., 2014).

1.5.4.1. CMO

El concentrado de células madre mesenquimales se obtiene mediante el aspirado
de la médula 6sea por medio de una puncion, normalmente de la cresta iliaca con una
jeringa de pocos milimetros (mm) de diametro (1,5 - 2mm) (Figura 6). Este instrumento
se inserta a través de la cortical 6sea hasta llegar a hueso esponjoso, donde se comienza
el proceso de aspiracién. Para prevenir la hemodilucién durante el mismo, la direccion y
la profundidad de la aguja se ha de variar cada 2 mililitros (ml) de aspirado. Dicho
aspirado se inyecta en un recipiente estéril, al que se le afiade una dilucion de suero salino

fisiologico y heparina a distintas concentraciones.

\ esponjoso
— Médula

Figura 6. Aspirado de la médula 6sea mediante
puncion. Tomada de Gersten y cols., 2020.
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Una vez realizado lo anterior, el aspirado se somete a un centrifugado por
gradiente de densidad durante un determinado tiempo y en un proceso automatico se
obtiene una separacion del plasma y de las capas celulares, facilitando la obtencién de la
suspension de las células mononucleadas. El extracto resultante de células madre,
denominado “concentrado de médula 6sea” es el que serd trasplantado en la matriz
elaborada a partir de distintos biomateriales en la zona del defecto 6seo (Cuervas-Monsa
y cols., 2013; Petri y cols., 2013). Se considera que por cada 60 ml de aspirado de médula
6sea se obtienen alrededor de 10ml de concentrado medular, que contiene una media de
37x10° células mononucleadas de las cuales se obtienen 16x10° células CD34 positivas
(células madre hematopoyeéticas) y 3.000 unidades formadoras de colonias por mililitro
(Cuervas-Monsa y cols.,, 2013). Este concentrado de médula OGsea se utiliza,
principalmente, en terapias para tratar tejidos isquémicos, fracturas y defectos 6seos
(Ohnishi y cols., 2014).

1.5.4.2. Aislamiento, expansion in vitro y diferenciacién de las CMM-MO

La “International Society for Cellular Therapy” (ISCT) considera que el
protocolo ideal de terapia celular para la regeneracion 6sea debe incluir el aislamiento, la
expansion in vitro y la diferenciacion de las células madre mesenquimales antes de su
implantacién en la matriz extracelular adecuada (Vulcano y cols., 2013; Ullah y cols.,
2015). No obstante, existen distintos protocolos descritos en términos de aislamiento,
caracterizacion y expansion de las células madre mesenquimales, pero todos ellos
muestran los criterios minimos descrito por dicho organismo. Estos diversos protocolos
para conseguir el aislamiento de las células madre se basan en la capacidad de estas
células de adherirse a una superficie plastica (placas de cultivo). El establecimiento de un
procedimiento comprensivo para el aislamiento, el cultivo y la expansion de las CMM-
MO es la clave para el éxito del uso de estas células como una adecuada fuente para la
medicina regenerativa. Las células madre derivadas de la médula Gsea, de la sangre
periférica y del fluido sinovial se aislan mediante distintos métodos de gradiente de
densidad y se cultivan en placas de cultivo (Figura 7). Cuando se realiza el aislamiento
de las CMM-MO, algunas células hematopoyéticas se adhieren a la placa de cultivo pero
durante el subcultivo estas células se eliminan mediante lavado, dejando Unicamente las
células adherentes similares a los fibroblastos, es decir, las células madre mesenquimales.
Las CMM-MO se cultivan, posteriormente, en un “medio condicionado” como el medio
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de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM). Este medio de cultivo primario se
suplementa con un 10% de suero fetal bovino (SFB), suero de ternero recién nacido o
suero de ternero fetal. Asimismo, se debe tener en cuenta que, ademéas del medio de
cultivo y del suplemento, la concentracion de oxigeno también afecta a la expansion y
proliferacion de las CMM-MO (Ullah y cols., 2015). Posteriormente, se someten a estas
células a un proceso llamado “expansion” que consiste en la estimulacion del crecimiento
de estas poblaciones celulares ya que se considera que existe 1 célula madre mesenquimal
por cada 10.000-100.000 células que se albergan en la médula 6sea mientras que suponen
s6lo el 0,01% de la fraccion de células madre alli existente (Mariano y cols., 2015; Liao
y Tse, 2013). En la expansion de las CMM-MO se puede emplear DMEM con bajo
contenido en glucosa suplementado con factores de crecimiento tales como el factor de
crecimiento de fibroblastos y el factor de crecimiento epidermal, entre otros. Pese a todas
estas opciones, lo que mas comunmente se aplica en el cultivo y la expansion in vitro de
las CMM-MO es DMEM con 10% de SFB (Ullah y cols., 2015).

Antes de centrifugar Después de centrifugar

A
N ——’

_ } PIIasma y

. ., plaguetas
Centrifugacion
333%2 ] —> - # Mononuclear
600 g 30’ temp amb Ficoll

= Hypaque
Ficoll- PoIiImorfo
= nucleares
Hypaque + glébulos

rojos

Mononucleares: linfocitos + monocitos

Figura 7. Obtencién de células monucleares mediante gradiente de densidad.
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1.5.4.3. Desventajas del aislamiento, la expansién in vitro y la diferenciacion de
las CMM-MO

La expansion in vitro de las células madre mesenquimales indiferenciadas es un
método que requiere ciertas consideraciones particulares, tales como la necesidad de
mantener la esterilidad del cultivo celular y por tanto, el riesgo de contaminacion
microbiana, el uso de suero fetal bovino, cuyo uso se encuentra actualmente en debate, al
igual que otros componentes no autélogos que se utilizan durante este procedimiento y el
desarrollo del proceso de expansion del cultivo que se traduce en una mayor inversion del
tiempo requerido. Ademas del alto coste econdmico y de su elevada dificultad (Betsch y
cols., 2013; Kim y cols., 2015). Otra caracteristica a tener en cuenta en esta técnica es la
senescencia celular relacionada con el tiempo de expansion in vitro. Igualmente, se debe
considerar la senescencia de los organismos adultos debido a que la funcion, la potencia
y la replicacion celular disminuye con el tiempo (Mariano y cols., 2015). Por estos
motivos, ciertos autores consideran que una posible alternativa podria ser el uso del
concentrado de médula dsea en el sitio del defecto 6seo, para regenerar el hueso con el
objetivo de rellenar los defectos 0seos, estimular la curacion de fracturas Oseas y tratar
las pseudoartrosis (Ohnishi y cols., 2014; Yang y cols., 2014). El primer resultado clinico
prometedor para el tratamiento de defectos dseos con el concentrado medular fue
obtenido por Hendrich y cols. en 2009 (Hendrich y cols., 2009) y Jager y cols. en 2009
(Jager y cols., 2009) enfatizando la seguridad de la extraccion intraoperatoria y la
induccion de la diferenciacion osteogénica sin la aplicacion de estimulos externos (Petri
y cols., 2013). Estudios posteriores, tales como los realizados por Cuervas-Monsa y cols.
en 2013 (Cuervas-Monsa y cols., 2013), Betsch y cols. en 2013 (Betsch y cols., 2013) u
Ohnishi y cols. en 2014 (Ohnishi y cols., 2014) afirman que el concentrado de médula
Osea posee un elevado potencial para producir la curacién de los defectos 6seos y

cartilaginosos debido a que contienen células madre y multiples factores de crecimiento.
1.5.4.4.Ventajas del CMO

Las ventajas que presenta el concentrado de médula 6sea frente a la expansion in
vitro de las celulas madre mesenquimales es que al ser un procedimiento de un solo paso,
el aislamiento de las células madre supone un método répido, facil y de bajo coste
econdémico que proporciona una suspension de células mononucleares ricas en células
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madre mesenquimales, que rapidamente se adhiere a la superficie microporosa de una
matriz previamente elaborada (Vulcano y cols., 2013; Torres y cols., 2015). Asimismo,
elimina, sobre todo, el riesgo de infecciones atribuible a los complejos métodos
requeridos para la expansion celular. Otra caracteristica importante de esta técnica es la
elevada concentracion de plaquetas puesto que éstas liberan granulos que contienen
factores de crecimiento tisular, citoquinas y quimioquinas, lo que favorece la formacién

de hueso (Vulcano y cols., 2013).

Todas estas peculiaridades hacen que muchos estudios sugieran que la asociacion
del concentrado de medula 6sea junto a una apropiada matriz sea un enfoque prometedor
para el tratamiento de diversas situaciones clinicas, como las fracturas, las lesiones por
tumores, las osteotomias y las cirugias de reemplazo articular, entre otras (Torres y cols.,
2015).

1.5.4.5. Desventajas del CMO

Es necesario tener en cuenta que el primer método descrito, es decir, el
concentrado de medula dsea, obtiene en su conjunto, células madre, sin incluir ninguna
técnica para conseguir diferenciarlas en sus tres clases distintas (totipotentes,
pluripotentes y multipotentes); mientras que, la segunda técnica, propuesta por la ISCT,
tiene como objetivo el aislamiento de las células madre mesenquimales de la médula 6sea.
Las CMM-MO son un subconjunto de células madre que se encuentran en el estroma de
la médula 6sea, asi como en otras fuentes celulares, tales como el tejido adiposo, el cordon
umbilical y la placenta. Son positivas para los marcadores de superficie CD44, CD54 Y
CD105, pero negativos para los marcadores de las células madre hematopoyéticas, CD34
y CD133. Estudios in vitro han demostrado que estas células madre multipotentes son
capaces de diferenciarse en varios tipos celulares, incluyendo osteocitos, adipocitos,
condrocitos, neuronas, hepatocitos y cardiomiocitos bajo adecuadas condiciones de
cultivo (Liao y Tse, 2013; Ekizer y cols., 2014). De manera que, se puede controlar el
tipo celular en el que se diferenciaran las CMM-MO cuando se estimulan con las
apropiadas sefiales bioquimicas y asi, determinar el tipo de tejido que se regenerara en el
sitio del defecto 6seo (Kim y cols., 2015; Ekizer y cols., 2014). Esta caracteristica es
primordial para diferenciarlas de los otros dos tipos de células madre que se encuentran

en la médula 6sea, esto es, de las células madre totipotentes y pluripotentes, a las cuales
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no se les puede inducir su diferenciacion (Kim y cols., 2015). Otras particularidades que
hacen de las CMM-MO las células consideradas la mejor linea celular para conseguir los
objetivos de la ingenieria tisular Osea son el bajo riesgo de provocar respuesta
inmunoldgica por parte del huésped debido al bajo nivel de expresion del complejo mayor
de histocompatibilidad 1l y porque pueden inhibir la proliferacion y funcién de las células
inmunes (linfocitos B, T, células NK y células dendriticas). Ademas de su estable fenotipo
celular, su alta supervivencia y el bajo riesgo de desarrollar tumores (Liao y Tse, 2013;
Ullah y cols., 2015; Kim y cols., 2015) sin olvidar el importante papel que desarrolla en
la proliferacion y migracion de nuevas células al sitio de la lesion. Sin embargo, estas
células no estan exentas de presentar una serie de inconvenientes para lograr la
regeneracion Osea, tales como, el deterioro de su funcion con el trascurso del tiempo, el
limitado potencial proliferativo y su baja disponibilidad y eficacia. En definitiva, todas
las caracteristicas comentadas anteriormente hacen de las CMM-MO las células estandar
para conseguir la regeneracion 6sea en comparacion con otros tipos de células madre
(Mariano y cols., 2015; Liao y Tse, 2013). Si bien, las aplicaciones terapéuticas que se
logran con estas células multipotentes son potencialmente aceptables, se requiere una
definicién més especifica de lo que son las células madre como tal, puesto que hoy en dia
no existen marcadores especificos fiables que puedan discriminar entre las células madre

mesenquimales y otros tipos celulares (Fujimaki y cols., 2013).
1.5.5. Células madre mesenquimales del tejido adiposo (CMM-A)

Uno de los principales objetivos de la ingenieria tisular es encontrar una fuente
que pueda proporcionar un adecuado nimero de células madre para las aplicaciones
clinicas que impliquen una minima morbilidad. El tejido adiposo supone una gran
promesa en la medicina regenerativa; dicho en otras palabras, esta disponible en grandes
cantidades como material de desecho y contiene un mayor nimero de células progenitoras
que dan lugar a distintas poblaciones celulares si se relaciona con la médula ésea (Farré-
Guasch y cols., 2010).

Las células madre derivadas del tejido adiposo (CMM-A) fueron descubiertas por
primera vez en 2002 por Zuk y cols. (Zuk y cols., 2002), y, a partir de entonces, el tejido
adiposo ha sido estudiado como una fuente de células madres para el desarrollo de la
medicina regenerativa y la ingenieria tisular dsea, en particular, para la formacién de
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hueso (Weil y cols., 2014; Zuk y cols., 2002; Ortiz Moura Fideles y cols., 2019; Osagle-
Clouard y cols., 2019; Jin y cols., 2019). Existen multiples términos para las CMM-A,
por ejemplo, preadipocitos, células estromales derivadas del tejido adiposo o células
madre adultas derivadas de tejido adiposo. En 2004, se logré llegar a un consenso para

denominarlas, finalmente, células madre adiposas (Tsuji y cols., 2014).

La localizacion de las CMM-A en el tejido adiposo aun no esta totalmente
esclarecido, pero el analisis histolégico sugirio que el nicho de estas células se encuentra
en la zona perivascular del tejido adiposo. Asi, Traktuev y cols. (Traktuev y cols., 2008)
concluyeron que la ubicacion de las CMM-A se encuentra en la interfase entre el
endotelio y los adipocitos y que, de esta manera, las CMM-A tienen la capacidad de servir
de apoyo a la estructura vascular del tejido en el que se alberguen (Zuk vy cols., 2002;
Traktuev y cols., 2008).

En efecto, estas células son aisladas del tejido adiposo después de un
procedimiento de liposuccién. El tejido lipoaspirado es digerido primero con colagenasas,
seguido de un proceso de centrifugacion con el fin de obtener una capa celular en la parte
mas inferior del fondo del tubo de ensayo. El sedimento celular es la Ilamada fraccion
vascular estromal (FVE). En realidad, la FVE es una poblacion heterogénea de células
roja de la sangre, fibroblastos, células endoteliales, células musculares lisas, pericitos y
células madre estromales/mesenquimales derivadas del tejido adiposo que tienen la
capacidad de adherirse a superficies plasticas (Asatrian y cols., 2015; Liao y cols., 2014).
Después de cultivar la FVE in vitro durante un cierto tiempo, la poblacion celular se
vuelve homogénea a las CMM-A. Cabe destacar que, aproximadamente, de 2 a 6 millones
de células de la FVE pueden ser obtenidas en un mililitro de lipoaspirado (Zuk y cols.,
2002; Liao y cols., 2014).

Las CMM-A también tienen la capacidad de diferenciacién multipotente, al igual
que las CMM-MO. Asimismo, el tejido adiposo se encuentra disponible en grandes
cantidades y es bastante accesible (Asatrian y cols., 2015; Weil y cols., 2014). Igualmente,
el proceso de liposuccion es simple, facil, puede ser repetido, no requiere el uso de
anestesia general y produce un malestar minimo al paciente; ademas de presentar menos
complicaciones. ElI nimero de células madre que se obtienen a partir del tejido adiposo
es mayor que el conseguido en la aspiracién de médula 6sea, lo que podria eliminar el
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paso de expansion celular (Liao y cols., 2014; Mariano y cols., 2015). También, pueden
ser sometidas a diferenciacion osteogénica cuando son tratadas con acido ascorbico, con
vitamina D3y con la proteina morfogenética 6sea-2 (BMP-2) o con -glicerofosfato. Por
otra parte, las CMM-A son capaces de diferenciarse en maltiples tipos celulares de tejidos
mesenquimales tales como, osteoblastos, condrocitos, adipocitos, miocitos,
cardiomiocitos y células endoteliales y existe una creciente evidencia que sugiere que
estas células pueden también dar lugar a células de otros linajes, como el ectodermo y el
endodermo. Ademas, el tejido adiposo secreta una gran variedad de factores de
crecimiento antiapoptdticos y angiogénicos que hacen de la grasa una prometedora fuente
para la cirugia reconstructiva (Weil y cols., 2014; Farré-Guasch y cols., 2010; Ortiz
Moura Fideles y cols., 2019). Entre las multiples ventajas que presenta el tejido adiposo
como fuente de células madre destacan i) la alta disponibilidad por encontrarse en grandes
cantidades, ii) la facilidad en la obtencién por lipoaspirado o biopsia del tejido adiposo lo
que se traduce en una limitada morbilidad, iii) el rendimiento celular es mucho mayor que
el encontrado en otras fuentes, iv) las células son facilmente aisladas del resto de
componentes celulares que forman el tejido y v) el procedimiento de expansion in vitro
es sencillo por lo que presenta mayor tasa de proliferacion que las CMM-MO (Ortiz
Moura Fideles y cols., 2019; Osagle-Clouard y cols., 2019; Torres-Torrillas y cols., 2019;
Jin y cols., 2019). En lo referente al rendimiento celular si que existe una diferencia
significativa: por 1mL de aspirado medular existen 6 x 10° células nucleadas consideradas
como CMM-MO, lo que supone un 0.01% de CMM-MO, mientras que en 1G de tejido
adiposo, el 10% de las células encontradas son células madre (Shanbhag y cols., 2019;
Osagle-Clouard y cols., 2019). Ademas, las CMM-A presentan menor riesgo de rechazo
y son mas estables genéticamente en cultivo de largo plazo y tienen una tasa de
senescencia mas baja que las CMM-MO (Torres-Torrilla y cols., 2019; Ortiz Moura
Fideles y cols., 2019). Previenen la proliferacion y funcion de muchas células inmunes
inflamatorias como las células asesinas naturales (NK), las células B, T, monocitos,
macrdfagos y células dendriticas (Torres-Torrilla y cols., 2019). Por otra parte, segun el
estudio publicado por Ortiz Moura Fideles y colaboradores en 2019 (Ortiz Moura Fideles
y cols., 2019), las CMM-A presentan mayores caracteristicas que le confieren un mayor
potencial angiogénico mientras que las CMM-MO tienen mayor capacidad de
diferenciacion osteoblastica y osteogénica puesto que mantienen un recuerdo de su tejido

de origen (Ortiz Moura Fideles y cols., 2019). Igualmente, secretan el factor de
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crecimiento endotelial vascular y proteinas antiinflamatorias ante moléculas inflamatorias
desarrollando un importante papel en la angiogénesis y en la reparacion osea (Jin y cols.,
2019; Torres-Torrillay cols., 2019).

Por tanto, las CMM-A han sido sugeridas como la fuente celular que obtiene los
mejores resultados en la regeneracion dsea mediante ingenieria tisular superando las
Optimas cualidades de las CMM-MO. Al respecto, numerosas investigaciones
demostraron el potencial osteogénico de las CMM-A tanto in vivo como in vitro (Weil y
cols., 2014; Osagle-Clouard y cols., 2019; Ortiz Moura Fideles y cols., 2019).

Por consiguiente, estudios en modelos animales pequefios, las CMM-A han
demostrado tener numerosas propiedades para obtener una Optima regeneracion 0Osea.
Entre estas propiedades se encuentran la capacidad para reparar defectos de calota de
tamafio critico, para estimular la formacion 6sea en defectos apendiculares y para inducir
la fusion espinal en modelos de ratas. Del mismo modo, en un modelo animal grande en
perros, se observd que las CMM-A implantadas promovian la formacion dsea en
reparaciones craneofaciales. Una gran variedad de matrices ha sido utilizada en la
reparacion 6sea mediada por CMM-A, como matrices de coral, matrices colagenas tipo |
0 matrices de colageno portador de ceramica, entre otras. Por lo tanto, las CMM-A poseen
una eficacia significativa y un potencial osteogénico consistente para ser utilizadas en la
ingenieria tisular ésea (Weil y cols., 2014; Ortiz Moura Fideles y cols., 2019; Osagle-
Clouard y cols., 2019; Torres-Torrillas y cols., 2019; Jin y cols, 2019).

No obstante, el cultivo in vitro ha demostrado que su capacidad de auto-
renovacion y su multipotencia disminuyen con los sucesivos pases celulares y, en algunos
casos, ha dado lugar a la inestabilidad gendémica (preocupacion trascendental por la
posible transformacion maligna espontanea). Ademas, la capacidad proliferativa de las
CMM-A también se correlaciona de manera inversamente proporcional con la edad del
paciente (consideracion a destacar en las aplicaciones clinicas que implican pacientes
geriatricos y osteoporéticos) (Weil y cols., 2014). Por otra parte, las propiedades
inmunosupresoras de estas células sugieren que las CMM-A auto6logas o alogénicas se
puedan utilizar con éxito en la reparacion de tejidos sin llegar a provocar una reaccion
linfocitaria. Sin embargo, se deben hacer investigaciones adicionales para analizar si esta

reaccién inmune puede ser desencadenada cuando se produce la diferenciacion de las
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CMM-A. Sin embargo, este doble potencial mitogénico/inmunomodulador de las CMM-
A puede ser perjudicial debido a que puede estimular la proliferacion de células
cancerosas mientras que al mismo tiempo disminuye la proliferacion de celulas T que
podrian formar intervenir en el desarrollo de la respuesta antineoplasica. Ademas, los
mecanismos por el que las CMM-A secretan CXCL12 y FGFR2 han demostrado
aumentar la migracion de células tumorales y la angiogénesis, respectivamente. De este
modo, las CMM-A no deberia ser la mejor opcion para la reconstruccion 6sea después de

la reseccion del tumor (Weil y cols., 2014).

Una importante caracteristica de las CMM-A es gque no constituyen una poblacion
homogénea. Muchos estudios han intentado caracterizar a las CMM-A utilizando
marcadores de superficie celular mediante andlisis de citometria de flujo, aunque todavia
no se ha identificado un Unico marcador. Las CMM-A tienen una expresion positiva de
CD34 en el cultivo primario, pero la expresion de este marcador disminuye conforme se
van realizando los sucesivos pasajes. Las CMM-A expresan marcadores mesenquimales
tipicos tales como CD13, CD29, CD44, CD63, CD73, CD90 y CD105, asi como son
negativos para los antigenos hematopoyéticos, entre los que se encuentran CD14, CD31,
CD45 y CD144. Igualmente, después del cultivo y los pasajes, los marcadores de
superficie de las CMM-A pueden cambiar. Asi, la expresion de marcadores
hematopoyéticos tales como CD11, CD14, CD34, CD45 se disipa o bien, se pierde. Por
otra parte, el nivel de la expresion de CD29, CD73, CD90 y CD166 aumenta desde el
FVE hasta el segundo pase celular (Zuk y cols., 2002).

En otras palabras, aunque las CMM-A son consideras como una estimable
oportunidad para reemplazar la funcién de las CMM-MO en la ingenieria tisular dsea
debido a la elevada celularidad que presentan en el tejido adiposo, la capacidad de
diferenciarse en multiples linajes celulares y de secretar diversas citoquinas; ademas de
sus efectos inmunomoduladores comentados anteriormente. Todo ello hace de las CMM-
A una prometedora fuente de células que pueden ser aplicadas en la medicina
regenerativa. No obstante, es indispensable cuestionarse si la capacidad osteogénica de
las CMM-A es la misma o superior a la de las CMM-MO (Osagle-Clouard y cols., 2019;
Ortiz Moura Fideles y cols., 2019). Esta cuestion sigue siendo de controversia puesto que
la mayoria de los articulos describen el potencial osteogénico o la capacidad de
regeneracion 6sea solo para las CMM-MO o sélo para las CMM-A, sin llegar a hacer una
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comparacion en profundidad. Una gran cantidad de variaciones en los métodos de cultivo
y analiticos, en la seleccién de la matriz adecuada y en los modelos animales requeridos
dan lugar a dificultades para hacer una conclusion fehaciente para demostrar cuél es la
mejor fuente de células madres para la ingenieria tisular mediante la comparacion de sus
funciones. Por tanto, esto hace necesario un mayor numero de investigaciones para
garantizar la seguridad de las CMM-A y la eficacia de la ingenieria tisular en defectos

0seos criticos utilizando este tipo de células (Asatrian y cols., 2015; Zuk y cols., 2002).

En lo que nos respecta, la cavidad oral contiene una masa de tejido adiposo
especializado, la bola de grasa bucal o bola adiposa de Bichat (BAB), que es distinta de
la grasa subcutanea. La facil accesibilidad y la rica vascularizacion hacen de esta masa
grasa un atractivo injerto, que ha sido ampliamente utilizada en la cirugia oral para reparar
los defectos 6seos y periodontales. La extraccion de la BAB es un procedimiento simple
que requiere una incision minima con previa anestesia local y causa una minima
morbilidad en el sitio donante. Ademas, actualmente se ha demostrado que las CMM de
la bola adiposa de Bichat expresan marcadores caracteristicos de las CMM y pueden
diferenciarse en condrocitos, osteoblastos y adipocitos, al igual que las CMM-A (Farré-
Guasch y cols., 2010; Zuk y cols., 2002).

A diferencia del tejido subcutaneo, la bola adiposa de Bichat es una masa
especializada de tejido adiposo considerado un colgajo ideal para la cirugia oral; ya que
es facil de recoger y una fuente fiable, ademas de contener un rico aporte sanguineo, y su
recoleccion causa una minima morbilidad en el sitio donante y una baja complicacion. El
tamafio de la bola adiposa de Bichat parece ser similar entre diferentes personas e
independiente de su peso corporal y de la distribucion de la grasa. Los pacientes con poca
grasa subcutanea tienen una BAB con un normal peso y volumen (Farré-Guasch y cols.,
2010; Zuk y cols., 2002).

El estudio realizado por Farre-Guasch y cols. en 2010 (Farré-Guasch y cols.,
2010) demostraron que la BAB contiene una elevada proporcion de células con
caracteristicas de las CMM-A que pueden ser facilmente aisladas y expandidas in vitro
(Farré-Guasch y cols., 2010). Aproximadamente el 30% de la fraccion del estroma
vascular de la BAB expresa marcadores de superficie caracteristicos de las CMM-A, que
son CD90, CD73, CD29y CD34 (Mariano y cols., 2015; Zuk y cols., 2002). El porcentaje
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de las CMM-A a partir de la BAB obtenido en este estudio es ligeramente superior que el
obtenido del tejido adiposo subcutaneo. Ademas, la presencia de CMM en la médula 6sea
es, tal y como se citaba anteriormente, menor del 0°01%, esto hace que la BAB sea una
excelente fuente de CMM-A, eliminando la necesidad de una expansion in vitro, los altos
costes y el riesgo de contaminacion. La expresion de CD34 es caracteristico de las CMM-
Ay su expresion disminuye con los pases celulares que se realizan en las CMM-A. Dicha
expresion en estas celulas contrasta con la de las CMM-MO, que carecen de la expresion
de este marcador. Las células CD34 son capaces de estimular la angiogénesis y estan
envueltos en el proceso de neovascularizacién que facilita la curacion de los tejidos
isquémicos. La expansion in vitro de las células de la fraccion del estroma vascular causa
cambio en el fenotipo y en las caracteristicas de estas células como la pérdida de la
expresion de CD34. La hipdtesis de este estudio es que la expresion de CD34 puede estar
relacionada con las diferencias en las propiedades celulares y el potencial de
diferenciacion. Las CMM-A aisladas de la BAB carecen de la expresién de CD105, pero
la expresion de este marcador aumenta rapidamente después del cultivo, como se ha
descrito por otros autores que usan CMM-A a partir de otros depdsitos de grasa. Las
CMM-A también muestran una falta de la expresion de CD146, un marcador
caracteristico de las células endoteliales como las células del musculo liso vascular
(Farré-Guasch y cols., 2010).

Por otra parte, se esperaba que las diferencias en el sitio de origen del tejido
adiposo se relacionasen con las diferentes proporciones de tipos celulares como las
células progenitoras epiteliales, fibroblastos, pericitos, mioblastos y similares. De este
modo, al evaluar las diferencias entre el tejido adiposo subcutaneo y la bola adiposa de
Bichat se observd diferencias en la expresion del marcador CD34 en ambos tejidos. La
diferencia puede ser atribuida al elevado suministro de sangre del tejido visceral, lo que
puede contribuir a la heterogenicidad de la poblacidon celular, que puede traducirse en un
aumento del potencial osteogénico. Se encontraron una mayor expresion en los pasajes
de las CMM-A derivadas de la BAB que los comparados con las CMM-A del tejido
adiposo subcutaneo, lo que podria hacer de la BAB la fuente mas adecuada para el uso de
las terapias de la ingenieria tisular. La fuente ideal de las células madre para la ingenieria
tisular podria ser aquella que pueda ser facilmente recogida, y que contenga un alto

numero de células madre expansibles. Por tanto, la investigacion realizada por Farré-
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Guasch y cols. en 2010 demuestra que bajo las apropiadas condiciones las CMM-A de la
BAB pueden diferenciarse en condrocitos, osteoblastos o adipocitos, sugiriendo que la
BAB puede ser una fuente alternativa rica en células madre, facilmente disponible para
las aplicaciones clinicas en el campo de la ingenieria tisular para reparar los defectos
6seos (Farré-Guasch y cols., 2010; Moraldi y cols., 2018).

1.6.  MATERIALES EMPLEADOS EN LA REGENERACION OSEA
1.6.1. Ceramicas bifasicas: hidroxiapatita y p-fosfato tricalcico

La reparacién dsea es una compleja cascada de procesos bioldgicos controlados
por numerosas citoquinas y factores de crecimiento que proporcionan sefiales al sitio local
de la lesion, permitiendo a las células madre y a las células inflamatorias migrar y
desencadenar el proceso de curacion. De este modo, es indispensable el desarrollo de
implantaciones que sirvan simultaneamente como una matriz osteoconductiva y como un
recurso para la liberacion de los factores de crecimiento necesaria para la dptima
regeneracion del hueso en algunas aplicaciones clinicas; ademas de proporcionar un
entorno en tres dimensiones y un soporte mecanico para las células (Liao y cols., 2014;
Garai y Sinha, 2014; Wubneh y cols., 2018).

Por consiguiente, es esencial para la ingenieria tisular la creacion de un apropiado
material que constituya estas matrices, por el hecho de regular el comportamiento de las
células, como la proliferacion y diferenciacion celular, tanto en las rutas osteogénicas
como en las condrogénicas (Yang y cols., 2014; Wubneh y cols., 2018). Se ha investigado
la osteoconduccion de un gran ndmero de materiales sintéticos, también llamados
biomateriales, para la reconstruccion de defectos 6seos (Garai y Sinha, 2014; Wang y
cols., 2014). Sin embargo, los pardmetros exactos que influyen y el mecanismo que
gobierna en la formacion de hueso ectdpico aun no se han dilucidado completamente. Se
ha sugerido que los principales parametros para conseguir una osteoinduccion exitosa
son: i) la composicion quimica de los materiales y las propiedades de disolucion
relacionadas, que crean un ambiente rico en iones de calcio y de fosfato, ii) la geometria
(porosidad, interconectividad y tamafio del poro) que ayuda al aporte de nutrientes y de
oxigeno y al reclutamiento de las células madre, iii) la topografia de la superficie y los
microporos, que determinan el area superficial especifica y afecta a la diferenciacion

osteogénica de las células indiferenciadas tanto directamente (diferenciacion mediada por
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la adhesion) o indirectamente (via absorcion/ precipitacion de las proteinas endogenas
relevantes), iv) la especie y la genética de los modelos animales y v) el sitio de
implantacion (Wang y cols., 2014; Wubneh y cols., 2018). Se considera fundamental que
todas estas propiedades estén presentes en los biomateriales puesto que deben
desempefar varias funciones en la regeneracion 6sea, entre las que se encuentran la
resistencia mecanica, la biodegradabilidad y la capacidad de soporte y de inducir la
diferenciacion de las células regenerativas. Hasta la fecha, ningun biomaterial cumple con
todos estos criterios. No obstante, combinando ciertos biomateriales que contengan
caracteristicas especificas puede eludir alguna de sus limitaciones. Por tanto, varios
estudios se han centrado en desarrollar y caracterizar biomateriales bioactivos y
biodegradables. Estos materiales compuestos estan disefiados para imitar los
componentes que forman el hueso, para eliminar las respuestas celulares especificas y
para proporcionar un ambiente ideal para la formacién de hueso (Wang y cols., 2014;
Eldesoq y cols., 2014; Wubneh y cols., 2018).

De este modo, la hidroxiapatita (HA) y el fosfato de calcio (CaP) han sido
utilizados satisfactoriamente como materiales de injertos 0seos para la regeneracion de
los defectos del hueso debido a sus propiedades fisicas y quimicas, y su similitud
estructural al hueso natural. Los materiales basados en fosfato de calcio han sido
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para las
aplicaciones clinicas en el campo de la cirugia dental y ortopédica (Yang y cols., 2014;
Song y cols., 2014; Yu y cols., 2017; Ghamor-Amegavi y cols., 2019).

1.6.1.1. El p-fosfato tricalcico

El fosfato tricalcico es otra clase de materiales de injerto seo que ha demostrado
ser parcialmente biorreabsorbido cuando se implanta. Este material tiene una
composicion quimica [Ca® (PO4)?] con una relacion de calcio/fosfato de 1°5 y es
mineraldgicamente beta-whitlockita. Los diversos tipos de fosfatos tricalcicos (TCP)
pueden presentarse en 4 formas cristalinas: B-TCP, a-TCP, o’-TCP y y-TCP. Cabe
destacar que B-TCP supera a sus analogas en sus caracteristicas biologicas; sus
propiedades de biocompatibilidad, osteoconductividad, estabilidad estructural y
equilibrio favorable entre absorcion y degradacion son muy favorables para la
regeneracion tisular (Jain y cols., 2014; Wang y cols., 2017; Valentim y cols., 2018;
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Bouler y cols., 2018). Por tanto, es ampliamente utilizado en la clinica como sustituto del
injerto 6seo (Jain y cols., 2014; Gallinetti y cols., 2014). Es un material que presenta una
alta osteoconductividad aunque se reabsorbe facilmente en los fluidos corporales y en
otras soluciones (Yang y cols., 2014; Lee y cols., 2013; Wang y cols., 2017; Millan y
cols., 2018). Esta caracteristica supone tanto una ventaja como un inconveniente en la
regeneracion de hueso. Por una parte, implica un bajo riesgo para ser identificado por el
organismo como un material extrafio ya que no permanece por mucho tiempo en el mismo
y desarrollar asi una reaccion inmunoldgica, con las consecuencias tan desfavorables que
esto supone para lograr la formacion de un hueso de calidad y que, por tanto, pueda limitar

su uso en zonas anatomicas de poca carga mecanica (Lee y cols., 2013; Millan y cols.,

2018). Sin embargo, por otra parte, la tasa de curacion 6sea disminuye drasticamente si
la reabsorcion del material ocurre antes que la formacion de nuevo hueso. En
consiguiente, el B-TCP no puede proporcionar un marco estable para el crecimiento del
tejido 6seo. De este modo, para complementar la limitacion, los materiales compuestos
de B-TCP con una alta reabsorcion e HA con una buena osteoconductividad han sido
examinados in vitro e in vivo para estudiar su utilidad en el proceso de reparacion 6sea
(Lee y cols., 2013).

1.6.1.2. La hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HA) [Ca%® (PO4)® (OH)?] es un material inorganico de origen
natural que forma parte del tejido mineralizado de los huesos y del esmalte de los dientes
en los seres humanos y en los vertebrados (Jain y cols., 2014; Khajuria y cols., 2015). Se
utiliza para sustituir al hueso debido a su similar composicién quimica en relacion a la
fase inorganica del hueso, en lo que se refiere a la composicion, tamafio y estructura
morfoldgica y tienen una relacion calcio-fosfato de 1°67 (Jain y cols., 2014; Liao y cols.,
2014). Ademas, este componente inorganico principal del hueso, presenta propiedades
bioactivas, biodegradables y osteoconductivas. También se sabe de sus caracteristicas de
biocompatibilidad, no toxicidad, y de ausencia de respuesta inflamatoria e inmunogénica
cuando se implantan dentro del tejido conectivo y de los tejidos éseos, y es capaz de
formar un enlace quimico directo con los tejidos 6seos adyacentes, de manera que la
deposicién de cristales minerales de hueso puede ocurrir directamente sobre la superficie
de las particulas de apatita implantadas (Jafarian y cols., 2008; Pinheiro y cols., 2014).

Por todo ello, es una de las opciones mas cominmente utilizada en las aplicaciones de la
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regeneracion 6sea y en los implantes biomédicos (Garai y Sinha, 2014; Song y cols.,
2014, Liao y cols., 2014).

Los biomateriales de HA se encuentran disponibles en varias formas como
cementos de HA, HA no porosas, HA porosas, HA de tamafio nanométrico y como
bioceramicas presentando en esta Ultima una estructura mas densa (Jain y cols., 2014). La
hidroxiapatita sintética ha sido preparada usando una variedad de métodos, como la
precipitacion a partir de una solucion, de deposicion hidrotermal, hidrolisis, sintesis
mecano-quimica y técnicas de sol-gel. Comunmente, los implantes de HA sintética se
obtienen mediante la preparacion de particulas de HA de tamafio nano o micrométrico y
luego, proporcionandole la morfologia o arquitectura deseada (Garai y Sinha, 2014). La
hidroxiapatita en forma de matrices porosas, sustratos o granulos ha sido ampliamente
investigado para el uso de las aplicaciones biomédicas, asi como para la cirugia
maxilofacial, periodontal y oral y para las reconstrucciones esqueléticas, demostrado que
la adicion de HA a las matrices dseas es capaz de mejorar la osteoconductividad y

biocompatibilidad de las mismas (Garai y Sinha, 2014; Liao y cols., 2014).

Sin embargo, existen ciertas limitaciones debido a su fragilidad inherente, su baja
solubilidad in vivo, persistiendo muchas particulas residuales y a sus pobres propiedades
mecanicas para ser utilizado como material de reemplazo durante la reparacion de un
hueso que soporta cargas (Garai y Sinha, 2014; Yang y cols., 2014; Liao y cols., 2014).
Con el objetivo de paliar su no biorreabsorcion, se ha recurrido al uso de bioceramicas
bifasicas compuestas por tricalcio fosfato (TCP) e hidroxiapatita (HA) o un tamafio nano
de particulas de hidroxiapatita con una alta relacion superficie-volumen (Garai y Sinha,
2014).

En resumidas cuentas, aunque la HA y el B-TCP tienen una composicion quimica
similar, difieren en su capacidad de reabsorcién bioldgica. Las ceramicas de HA densas
cuando se unen como implante 6seo son casi no reabsorbibles y bioinertes. Mientras que
las ceramicas que contienen B-TCP poroso muestran afinidad por la degradacion
bioldgica de alta velocidad, son bioactivos y biorreabsorbibles. Igualmente, es necesario
destacar que el material de injerto ideal debe ser biorreabsorbible para permitir el
crecimiento del hueso en el hospedador. El injerto debe ser osteoconductivo y debe
permitir la sustitucion de hueso nuevo en el sitio del injerto (Bansal y cols., 2014).
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1.6.1.3. Las ceramicas bifasicas.

El desarrollo de fosfato de calcio de dos fases o ceramicas de fosfato célcico
bifasicas con >99% de estructura cristalina consistente en un 60% de HA y un 40% de B-
TCP en forma de particula, hizo posible controlar la capacidad de reabsorcion del B-TCP
y al mismo tiempo mantener su propiedad osteoconductiva (Garai y Sinha, 2014); ademas
de acelerar la biorreabsorciéon de la HA. De este modo, estas ceramicas pueden ser
clasificadas como reabsorbibles por su contenido en 3-TCP, a la vez que, la presencia de
HA en la estructura retrasa la reabsorcion del material permitiendo su presencia en el
organismo el tiempo necesario para la formacién del nuevo callo 6seo. Por tanto, las
ceramicas bifasicas aloplasticas (HA/B-TCP) pueden considerarse como un adecuado
material de relleno 0seo, puesto que posee propiedades potencialmente interesantes, como
la propiedad osteoconductiva formadora de hueso y la capacidad de ser biorreabsorbidas
(Bansal y cols., 2014). Por tanto, poseen aplicaciones biomédicas gracias a que sus
constituyentes estan presentes en la formacién del hueso y de los dientes (Valentim y
cols., 2018).

El exito de esta estrategia depende en gran medida de las propiedades del material
de la matriz (como su biocompatibilidad, osteoconductividad y grado de degradacién) y
de la arquitectura de la matriz (su porosidad, el tamafio del poro y la morfologia de la
superficie) (Garai y Sinha, 2014; Yu y cols., 2017; Valentim y cols., 2018; Hongshi y
cols., 2018; Millan y cols., 2018). Gracias a esta caracteristica inductiva el poro de esta
ceramica permite alcanzar una mejor regeneracion incluso en grandes defectos 6seos, sin

la adicién de factores de crecimiento exdgenos (Yu y cols., 2017; Hongshi y cols., 2018).

La principal caracteristica de las ceramicas biféasicas es que tanto la HA como el
B-TCP son osteoconductivos (Garai y Sinha, 2014; Yang y cols., 2014). Esta propiedad
osteoconductiva puede estimular la union de las células formadoras de hueso desde el
hospedador, asi como la migracion celular y la formacion de vasos sanguineos. De este
modo, HA y B-TCP pueden liberar activamente iones de calcio y de fosfato influyendo
en la concentracion iénica local con el fin de desencadenar y proporcionar la fuente
necesaria para la deposicion de calcio en la matriz y asi favorecer su posterior
remodelacion (Yang y cols., 2014). Por esta razon, las ceramicas biféasicas tienen la

capacidad de formar fuertes uniones directas con el hueso del huésped, lo que resulta en

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis

61



Introduccién

una resistente interfase si se compara con materiales bioinertes o intolerantes que forman
una interfase fibrosa. Histolégicamente, se ha demostrado que este sustituto 6seo se
integra completamente en una red secundaria formada por hueso esponjoso, dando lugar
a una organizacion dsea casi completa de la antigua area del defecto (Bansal y cols.,
2014). En consecuencia, las matrices de HA/ B-TCP son los materiales bioactivos méas
adecuados para la implantacion en areas de soporte de carga, pudiendo proporcionar una

estabilidad estructural inicial (Yang y cols., 2014; Bansal y cols., 2014).

Ademas, la hidroxiapatita y el beta-fosfato tricalcico han demostrado tener una
buena biocompatibilidad debido a que estan compuestos por los mismos iones que el
principal componente mineral del hueso. Este hecho también se traduce en que presenten
una gran osteoconductividad y porque no produce toxicidad sistémica o reaccion

inmunoldgica (Garai y Sinha, 2014; Yang y cols., 2014).

Igualmente, el grado de disolucion de las ceramicas es uno de los factores mas
importantes a controlar. Un adecuado nivel de solubilidad del material, proporciona un
adecuado crecimiento de nuevo tejido 6seo al permitir su degradacién al unisono. Por el
contrario, el desarrollo de una cerdmica muy soluble, proporciona un gradiente de iones
de calcio extremadamente perjudiciales para la actividad de los osteoclastos. Dado que la
solubilidad de la cerdmica depende, principalmente, de la relacion HA/B-TCP, han sido
numerosos los estudios enfocados en determinar la mas adecuada proporcion entre ambos
componentes. En respuesta a la degradacion de la cerdmica (es decir, mediante su
solubilidad y actividad de reabsorcién) y dependiendo del ratio HA/B-TCP, algunos iones
libres liberados pueden subsistir cerca de las células progenitoras del hueso, pudiendo
desencadenar la diferenciacion osteogénica, participando, asi, en la formacion de nuevo
hueso. Por ejemplo, los osteoblastos se ven influidos directamente por los cambios en la
concentracion del i6n calcio en el microambiente del hueso y la diferenciacion
osteoblastica de las células madre mesenquimales se acompafia de la expresion de
proteinas que se unen al calcio e incorporacion del ion calcio en la matriz extracelular.
Ademas, el aumento de fosfato inorganico también se ha demostrado que actia como una
sefial especifica, afectando la expresion de varios genes implicados en la proliferacion,
diferenciacion, mineralizacién y apoptosis de células esqueléticas. Mas precisamente, el
fosfato regula la expresion de varios procesos de mineralizacién asociados a genes como
la osteopontina (OPN) y la proteina Gla de la matriz. Por tanto, ello demuestra que la
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liberacion mantenida de fosfato regula positivamente la mineralizacion (Bouler y cols.,
2018).

Numerosas investigaciones han mantenido que la respuesta inflamatoria,
especialmente la inflamacion cronica, inducida mediante las cerdmicas bifésicas
trasplantadas y sus productos de solubilidad (citoquinas) pueden contribuir a la formacion
de hueso ectopico favoreciendo la diferenciacion celular a través de la interaccion con la

matriz celular (YYang y cols., 2014; Jain y cols., 2014; Hongshi y cols., 2018).

Las caracteristicas estructurales de las ceramicas a nivel macro y micrométrico
también se han establecido como posibles influencias en el potencial osteoinductivo de
estos biomateriales (Yang y cols., 2014). Asi mismo, la topografia de la superficie y la
rugosidad del biomaterial a un nivel micrométrico y nanométrico afectan a la unién, la
sefializacion, la proliferacion y la diferenciacion de las células. Con el fin de favorecer la
regeneracion 6sea y la osteointegracion es esencial que las matrices de la ingenieria tisular
Gsea proporcionen un estimulo bioactivo, osteogénico y osteoconductivo en el sitio del
defecto. Por tanto, la manipulacién de la topografia de la superficie ofrece una estrategia
efectiva y directa para mejorar el rendimiento biologico del material de la matriz (Costa
y cols., 2013).

Ademas de la macroporosidad, las caracteristicas de la superficie como el tamafio
de los poros y la presencia de microporos también han demostrado ser importantes en el
proceso de induccion de formacidn 6sea. Los microporos amplian el area de la superficie
lo que facilita el intercambio de iones y la creacion de apatita similar al hueso, y/o
acompafiado de la union de hueso enddgeno que inducen a las proteinas de superficie.
Estas ventajas de la microporosidad pueden afectar positivamente a la adhesion,
proliferacion y diferenciacion de las células formadoras de hueso. Igualmente, se ha
demostrado que la microestructura de los materiales tiene una influencia directa en la
formay en la via de sefializacion celular y, con ello también, el destino final de las células
(Yang y cols., 2014).

El disefio de las caracteristicas de la superficie de las matrices y del implante
dependen de la aplicacion deseada. La inhibicidn osteoclastica favorece la estabilidad del
implante para la artroplastia total de cadera, mientras que los biomateriales sintéticos
reabsorbibles estan destinados a ser degradados mediante una reabsorcion osteoclastica y
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una disolucion fisico-quimica. Tanto los osteoblastos como los osteoclastos juegan un
papel en la curacion de los huesos, en el desarrollo y remodelacion 6sea; y sus actividades
complementarias son una caracteristica definida de la interface biomaterial-hueso. Por
tanto, esto es importante para evaluar la interaccion tanto de los osteoblastos como de los
osteoclastos con los biomateriales. Ademas, para muchas aplicaciones, seria beneficioso
identificar las caracteristicas de la superficie que podrian resultar ser optimas para
promover la formacién de hueso mediante los osteoblastos, mientras que la supresion de
la actividad de reabsorcién de los osteoclastos. Sin embargo, solo unos pocos estudios
han investigado sobre la reabsorcion de las superficies de los biomateriales por los

osteoclastos (Costa y cols., 2013).

En resumen, tanto la HA como el B-TCP cumplen los requisitos de los
biomateriales sintéticos, esto es, no presentan propiedades tdxicas, antigénicas o
carcinogénicas, siendo ademés estables después de su esterilizaciéon y su elaboracion
supone un coste relativamente bajo. Asimismo, extensas investigaciones de las ceramicas
bifasicas como materiales de injerto 6seo en la reparacion de defectos dseos y
periodontales han demostrado producir resultados méas favorables que otro tipo de
materiales ya que tienen el potencial de completar el proceso de regeneracion en defectos

6seos de tamafio critico (Yang y cols., 2014; Jain y cols., 2014).
1.6.2. Ceramicas bifasicasy CMM

Las ceramicas de fosfato de calcio, a pesar de tener una composicion quimica
similar al hueso y de poseer propiedades osteoconductivas, carecen de la osteogénesis
necesaria para estimular la curacion dsea en defectos de tamafio critico, lo que limita su
uso clinico a defectos de tamafio reducido donde la osteoconduccion es suficiente
(Gamblin y cols., 2014).

El cultivo in vitro de las CMM en las cerdmicas bifasicas permite su
diferenciacion en osteoblastos incluso sin la aplicacion de suplementos osteogénicos. La
formacion in vivo de hueso se consigue mediante la implantacién de estas células
cultivada en la matriz ceramica en los defectos de tamafio critico. Las CMM son
conocidas, ademas de por sus propiedades regenerativas, también por sus propiedades

inmunoreguladoras. Esto se ha demostrado en numerosos estudios al observar que se
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produce un reclutamiento de las CMM del huésped al sitio de la lesion al trasplantar

dichas ceélulas estimulando asi, la curacion ésea (Gamblin y cols., 2014).

Al implantar el biomaterial en el sitio del desperfecto 6seo, se espera una reaccion
inflamatoria por parte del huésped como respuesta del mismo a la presencia de un cuerpo
extrafio. Durante la reaccién inflamatoria innata, los monocitos que circulan en la sangre
se convierten en macrofagos tisulares. Numerosas investigaciones afirman que las CMM
pueden regular el equilibrio de los macréfagos M1/M2 a favor de M2 produciendo un
fenotipo antiinflamatorio mediante la secrecion de algunos inductores de M2 como la IL-
4, 1L-13, 1L-16 y la prostaglandina E2. El hueso es esencial para un funcionamiento
adecuado del sistema inmunologico ya que las células inmunes se originan en la medula
Osea; sin embargo, la importancia de estas células en la formacion de hueso no es tan
conocida. No obstante, los desérdenes en la formacion Gsea se presentan en las
enfermedades autoinmunes y recientemente se ha sabido que la supresion de los
macrdfagos inhibe la curacidn 6sea intramembranosa. Asi pues, la contribucién de los
macrdfagos a la formacion 6sea no es del todo clara. Sin embargo, mientras que la
actividad osteoclastica se asocia, generalmente, con la reabsorcion 6sea, se ha demostrado
mediante estudios in vitro, que los osteoclastos secretan mediadores que inducen la
migracion y la diferenciacion osteogénica de las CMM. Aun asi, la influencia de las CMM
trasplantadas sobre la actividad osteoclastica durante la formacion Gsea in vivo es aln

desconocida (Gamblin y cols., 2014).

El estudio desarrollado por Gamblin y cols. en 2014 (Gamblin y cols., 2014)
demostro que la implantacion de CMM con ceramicas bifasicas daba lugar a un aumento
en 15 veces a la formacién de hueso si se compara con la utilizacion de una matriz de
ceramica bifasica aislada. El resultado de esta investigacion esta en concordancia con
otros estudios en defectos dseos criticos que expresan un beneficio en la formacion 6sea
si se implantan CMM en cerdmicas compuestas por hidroxiapatita y beta-fosfato
tricalcico. Sin embargo, los mecanismos exactos mediante los cuales las CMM median la
induccion désea no se conocen completamente. Afios atras, se pensaba que los efectos
terapéuticos de las CMM yacian en su capacidad de diferenciarse en células de distintas
estirpes, es decir, en los osteoblastos formadores de hueso en el caso de la ingenieria
tisular 6sea. No obstante, en este estudio las CMM presentes en el defecto Gseo
desaparecian completamente del sitio de implantacion a las 2-4 semanas y el nuevo hueso
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se formaba exclusivamente a partir del tejido hospedador. Este hecho sugiridé que las
CMM facilitan, pero no participan directamente en la formacion de hueso. De hecho, se
ha demostrado previamente que los granulos de fosfato calcico trasplantados
ectdpicamente inducen el reclutamiento de las CMM desde la médula Gsea del
hospedador al sitio donde las particulas de fosfato de calcio se han implantado para formar
el nuevo tejido 6seo. Por otra parte, estos granulos de ceramicas bifasicas inician el
reclutamiento de los monocitos/macrofagos, que se ve significativamente potenciada
mediante la adicién de CMM, hecho que se traduce en la formacion de hueso de mayor
calidad en comparacion con el producido a partir de las ceramicas bifasicas (Gamblin y
cols., 2014).

Asimismo, los resultados del estudio desarrollado por Vahabi y cols. en 2012
(Vahabi y cols., 2012) revelaron que la capacidad de formacion 6sea es menor en las
ceramicas bifésicas que aquellas que se asocian con CMM (Vahabi y cols., 2012). Al
igual que encontraron una menor respuesta inmunoldgica por parte del organismo
huésped. En un estudio similar, Jafarian y cols. en 2008 (Jafarian y cols., 2008) afirmaron
que la aplicacion de HA y B-TCP en combinaciéon con CMM produce una mayor
formacién de hueso que si se aplica Unicamente el biomaterial. En el analisis
microscopico se observd que el hueso formado a partir de ceramicas bifésicas asociadas
a CMM era mucho mas compacta con menos espacios medulares, asi como la presencia
de méas osteocitos en las lagunas dseas. Este hecho se atribuyd a la capacidad de
diferenciacion de las CMM en osteoblastos. De igual modo, Wu y cols. en 2006 (Wu y
cols., 2006) aseguraron que la implantacién de matrices de ceramicas bifasicas con
osteoblastos después del aislamiento de CMM-MO en el sitio del defecto dseo critico
también producia una mayor cantidad y calidad de hueso (Wu vy cols., 2006; Vahabi y
cols., 2012).

En resumen, las células madre mesenquimales favorecen de forma significativa la
formacion de hueso en los defectos 6seos criticos. Existe una gran controversia en afirmar
si las CMM participan directamente en la osteogénesis, lo que esté claro es que aumentan
la respuesta inmune innata y aceleran el reclutamiento de los monocitos en el lugar de la
implantacién del biomaterial, donde se diferenciaran en macréfagos y en osteoclastos;

estimulando asi la formacion ésea de novo. Por todo ello, se prefiere la aplicacién de
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ceramicas biféasicas asociadas a células madre mesenguimales con el objetivo de obtener

mayor cantidad de hueso y de propiedades mecanicas superiores (Gamblin y cols., 2014).

1.7  MODELOS ANIMALES EXPERIMENTALES UTILIZADOS EN LAS
INVESTIGACIONES IN VIVO DE LA INGENIERIA TISULAR OSEA

Con antelacion a la aplicacion clinica de los materiales que se emplean en la
ingenieria tisular 6sea es imprescindible comprender la cascada de procedimientos que
forman parte de la regeneracion 6Gsea con el fin de analizar la eficacia de las
reconstrucciones en estudios in vitro e in vivo. Por tanto, es necesario determinar un
adecuado modelo animal para poder recrear un defecto éseo in vivo de suficientes
dimensiones que no pueda sanar espontaneamente. Estos modelos hacen la funcién de
guia con el objetivo de disefiar adecuados estudios que seran traducidos clinicamente y
de identificar los retos y desafios que se deben superar en la elaboracion de las matrices
con el fin de lograr una excelente biocompatibilidad de los materiales para su posterior
aplicacion clinica (Binderman y cols., 2011; Gothard y cols., 2014). Por estas razones,
los modelos animales deben ser cuidadosamente seleccionados con el fin de obtener el
mejor ambiente 0seo in vivo que permita obtener resultados clinicos lo mas préximos a la
realidad en la especie humana. Para ello, se debe escoger la especie animal mas adecuada
dependiendo, no solamente de lo que se quiera estudiar, sino también teniendo en cuenta
la existencia de ciertas variables que afectan a la eficacia de las construcciones in vivo

obtenidas a partir de la ingenieria tisular (Gothard y cols., 2014; Malhotra y cols., 2014).
1.7.1. Factores implicados en la eleccion del modelo animal

Los factores a considerar para la eleccion del modelo animal mas apropiado son,
entre otras, la localizacion anatdmica y el tamafio del defecto 6seo, la especie, la edad, la
estructura y complejidad dsea del animal, asi como su estado de salud, su coste de
adquisicion y su disponibilidad. Igualmente, se deben examinar las condiciones de carga
mecanica, el estrés al que es sometido el animal durante el tiempo que dure la
investigacion, la presencia de periostio y tejidos blandos adyacentes al defecto 6seo, la
vascularizacion de la zona y, por ultimo, y mas importante, las caracteristicas anatomicas,

fisioldgicas y fisiopatoldgicas analogas a los seres humanos (Muschler y cols., 2010;
Gardel y cols., 2014). Todo ello con el objetivo de crear un ambiente que sea lo mas

cercano posible al escenario clinico donde la terapia sera usada. Otros factores a tener en
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cuenta, son las preocupaciones éticas, la existencia de suficientes conocimientos sobre la
biologia y manejo de la especie animal que se vaya a estudiar, el nivel de actividad normal
del animal, su resistencia frente a las infecciones, el periodo de tiempo que dura el estudio
in vivo poder obtener resultados perceptibles y la tolerancia de la especie animal al
cautiverio y al proceso quirtrgico que sera llevado a cabo (Muschler y cols., 2010;
Gothard y cols., 2014; Pilia y cols., 2013; Gardel y cols., 2014). Todo lo comentado
anteriormente es fundamental para la posterior extrapolacion de los resultados a la
situacion humana (Gardel y cols., 2014). Por otra parte, un modelo animal debe proveer
los mismos o similares resultados en los experimentos repetidos en los mismos
laboratorios y en experimentos idénticos en laboratorios diferentes (reproductibilidad).
Ademas, los modelos deben permitir detectar diferencias en los resultados por cambios

en una variable (sensibilidad), asi como permitir que el disefio experimental aisle
variables independientes para la evaluacion (especificidad) (Muschler y cols., 2010; Pilia

y cols., 2013).

Una vez que se determina el tipo de animal en el que se realizara la investigacion,
se debe tener la capacidad de proporcionar a los animales los cuidados fisicos apropiados,

no solamente durante el estudio sino también una vez finalizado (Pilia y cols., 2013).

Por otra parte, el tamafio del defecto debe ser igualmente considerado para
asegurar la cantidad de injerto necesario para que se produzca la regeneracion del hueso
afectado. Asi, los defectos de tamafio critico se definen como “la herida intradsea de
tamafio mas pequefio en un determinado hueso y especie animal que no puede curar
espontaneamente durante la vida media del animal” o como un defecto, que muestra
menos del 10% de regeneracion 6sea durante la vida media del animal. Sin embargo, esto
ha sido redefinido como deficiencias en el hueso segmental de una longitud que excede
los 2- 2°5 veces el diametro del hueso afectado (Muschler y cols., 2010; Gardel y cols.,
2014).

Por tanto, los criterios clave de estos modelos y estudios son: i) administrar la
terapia de la misma manera que sera administrada en el escenario clinico; ii) utilizar una
localizacién anatémica del defecto similar a donde se usara clinicamente (caracteristicas
locales del tejido: presencia de grasa, musculo, tejido fibroso y aporte vascular); iii)

utilizar técnicas quirurgicas que coincidan o sean lo méas analogas posibles a los métodos
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clinicos; iv) disponer de una especie animal que proporcione un campo metabdlico y
capacidad de respuesta fisiologica similar los humanos, y v) usar un material de injerto
que tenga la misma composicion y propiedades de degradacién como la formulacion que

sera usada clinicamente.

Como resultado, la evaluacion preclinica en esta &rea puede ser complicada por la
necesidad de identificar y utilizar una especie animal que tenga una capacidad de

respuesta comparable a los humanos (Muschler y cols., 2010).

1.7.2. Animales mas frecuentemente utilizados en los estudios in vivo sobre la

regeneracion ésea.

La revision de la literatura realizada por O’Loughlin y cols. en 2008 (O’Loughlin
y cols, 2008) demostraron claras preferencias por parte de los investigadores hacia ciertas
especies animales, destacando la utilizacién de ratas en un 38% de los estudios, seguido
por los conejos en un 19%, los ratones en un 15% y con menor frecuencia, por las ovejas
en un 11% de los casos, los perros en un 9% y las cabras en un 4% de los resultados. El
4% restante esta compuesto por una amplia seleccion de modelos animales investigados
con menos frecuencia (Gothard y cols., 2014). La posible explicacion a la preferencia en
utilizar modelos animales de pequefio tamafio en los estudios sobre la ingenieria tisular
6sea puede encontrarse en el hecho que el concepto de los materiales bifasicos es
relativamente reciente en el campo de la regeneracion 6sea, por lo que seria comprensible
que los investigadores decidan estudiar la reconstruccion désea primero en un animal
pequefio con el fin de determinar el rendimiento inicial del biomaterial, y asi, segin los
resultados que se arrojen en estas investigaciones, recurrir a un modelo animal méas grande
(Gothard y cols., 2014; Pilia 'y cols., 2013; Jiang y cols., 2018).

Actualmente, ningun tnico modelo animal ofrece una comparacion representativa
con la regeneracion dsea que se desarrolla en la especie humana; mas bien, cada modelo
animal se selecciona para hacer frente a una particular pregunta de investigacion en

relacion a los defectos 6seos (Gothard y cols., 2014).

De cualquier modo, cabe destacar que tanto el grupo de modelos animales de
pequefio tamafio como los de gran tamario tienen una serie de ventajas e inconvenientes

comunes entre ellos. En efecto, el empleo de animales de gran tamafo se debe,
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principalmente, a dos razones: i) los mecanismos de regeneracion Osea en animales
grandes y humanos es similar debido a que exhiben caracteristicas favorables en lo
referente a la estructura y remodelacion del hueso, a los valores de densidad mineral dsea
y por presentar modestas diferencias en la densidad 6sea cortical y trabecular en diversas
localizaciones; ademas de minimas diferencias en respuesta a los procedimientos de
ovariectomia, a las restricciones dietéticas de calcio, a la magnitud de dimorfismo sexual,
a la edad a la que se alcanza el pico de masa 6sea, y a la velocidad y el grado en el que el
sistema de Havers se remodela donde el hueso laminar plexiforme se reemplaza por hueso
cortical; ii) la facilidad en la realizacion de procedimientos quirargicos (Gordeladze y
cols., 2010; Muschler y cols., 2010; Gardel y cols., 2014). Sin embargo, tienen altos
costes de experimentacion y de mantenimiento y, a menudo, dificultan la garantia de un
tamafio de la muestra adecuada. Ademas, la observacién de la formacién, a corto plazo,
de callo 6seo en el sitio del defecto no es sencillo; siendo los mecanismos celulares y
moleculares de la reparacion oOsea dificiles de dilucidar. Por tanto, obligan a realizar
experimentos a largo plazo para poder evaluar los resultados. Igualmente, se requiere un
elevado tiempo para el procesamiento de las muestras que limita los métodos adecuados
para su evaluacién (Gordeladze y cols., 2010; Jiang y cols., 2018). No obstante, existen
ciertos escenarios en donde los estudios de viabilidad de los injertos deben ser realizados
en animales grandes, como conejos, perros, ovejas 0 cabras. Estas circunstancias estan,
generalmente, limitadas a unas pocas situaciones: 1) el procedimiento quirdrgico no
puede ser reproducido en un animal pequefio, 2) el tamario del implante o dispositivo bajo
estudio excede la capacidad de volumen de un animal pequefio y, 3) exigencia de obtener
efectos de grandes distancias de difusién o volimenes como en el caso de la difusion de

oxigeno en la supervivencia de las células trasplantadas (Gardel y cols., 2014).

En comparacion a los modelos de gran tamafio, los modelos animales de
dimensiones reducidas utilizados en las estrategias de la ingenieria tisular 6sea tienen los
beneficios de ser faciles de manejar por su reducido tamafio, los procedimientos
quirargicos son relativamente simples al igual que los cuidados pre y postoperatorios
requeridos y la amplia literatura disponible sobre este tipo de animales (Gordeladze y
cols., 2010; Gothard y cols., 2014; Muschler y cols., 2010). Igualmente, tienen una
elevada biodisponibilidad por su bajo coste y facilidad de cria, lo que a su vez permite

obtener tamafos de muestra grande. Del mismo modo, se puede estudiar la supervivencia
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y el destino de las células sembradas y la degradacion de los materiales implantados
(Gordeladze y cols., 2010). Asimismo, los resultados pueden determinarse tras un relativo
corto periodo de tiempo de observacion (dias o semanas), donde las muestras estan
disponibles rapidamente y las variaciones en la radiografia, en el anélisis de imageny en
los resultados histoldgicos y bioquimicos entre los individuos son pequefias por lo que se
reduce el numero de animales que se necesitan para alcanzar una evaluacién
estadisticamente significativa (Gardel y cols., 2014). Al ser el corto en el tiempo el
proceso de obtencion de las muestras y su posterior fijacion y descalcificacion, permite
avanzar en las investigaciones de la ingenieria tisular (Gordeladze y cols., 2010). Sin
embargo, siguen creciendo a lo largo de su vida y, por tanto, reflejan muy débilmente el
modelado y remodelado 6seo con respecto al hueso humano (Muschler y cols., 2010). En
los roedores las placas de crecimiento siguen estando abiertas por lo que el contenido de
hueso trabecular es limitado. Ademaés, hay una nula actividad de osteoclastos en la
remodelacion del sistema de Havers. Debido a las caracteristicas de su tamafio y peso
corporal presentan serias limitaciones a la hora de obtener resultados clinicos por las
dimensiones del defecto 6seo que se requiera realizar obstaculizando la traduccion clinica
y la elaboracion de estudios a largo plazo; ademas de poseer importantes implicaciones
éticas (Gothard y cols., 2014; Pinheiro y cols., 2014). Estos son factores relevantemente
negativos a tenerlos en cuenta si consideramos a los roedores modelos apropiados para el

estudio de la biologia 6sea humana (Gardel y cols., 2014).

Por todo lo mencionado anteriormente, a continuacién, se describiran las distintas
especies animales que se utilizan en las citadas investigaciones con el fin de obtener una

comprension mas detallada de estos modelos.
1.7.2.1. Modelos animales de pequefio tamario
o Roedores

Los roedores (ratas y ratones), tan frecuentemente utilizados por los estudios sobre
regeneracion 6sea con biomateriales y células madre, forman parte de la especie animal
mas pequefia en los que se investiga la regeneracion 6sea y se utilizan, principalmente,
para analizar las propiedades citotdxicas de las matrices (Gothard y cols., 2014; Pilia 'y
cols., 2013). Ademéas de las caracteristicas anteriormente citadas, ofrecen ciertas

peculiaridades como el hecho de la baja tasa de rechazo que presentan frente al material
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alogénico implantado debido a su estado de inmunodeficiencia, una vida util que permite
la elaboracion de investigaciones relacionadas con la edad y una composicién bioquimica
Osea similar al hueso humano. Sin embargo, presentan un inconveniente caracteristico
que es su elevado nivel de remodelacion dsea, lo que se traduce en una alta tasa de

curacion del hueso lesionado (Gothard y cols., 2014).

° Conejos

Los conejos, que representan la segunda especie animal mas utilizada, muestran
una curacion 6sea mas simple, rapida y estable que la raza humana junto a un elevado

indice de remodelacion 6sea (Gothard y cols., 2014; Pilia y cols., 2013).

En esta especie de animal, hay que considerar la existencia de un espesor cortical
medular menor a la hora de realizar estudios sobre defectos éseos mandibulares (Pinheiro
y cols., 2014).

. Cerdos miniature

Otro modelo animal de tamarfio pequefio que se emplea en este tipo de estudios
son los “mini pigs” (cerdos miniatura), animales que presentan una tasa reducida de
crecimiento y masa corporal y con una densidad mineral, composicion quimica,
morfologiay curacién dsea similar a los humanos (Gothard y cols., 2014). Ademas, tienen
estrechas similitudes a la especie humana en términos de nimero de plaquetas, parametros
de coagulacién, tasa metabdlica, estructura Gsea y caracteristicas de las células madres
mesenquimales, proporcionando una buena representacion de las investigaciones basadas
en pacientes individuales (Stramandinoli-Zanicotti y cols., 2014). No obstante, pueden
ser menos apropiados que otras especies de pequefio tamarfio pues, debido a su enanismo

genético, son menos similares bioldgicamente a los humanos (Muschler y cols., 2010).

Aunqgue los experimentos in vivo que utilizan animales de reducido tamafio
proporcionan el potencial terapéutico de un tratamiento, existen muchas diferencias
fundamentales entre estos pequefios animales y los seres humanos. Antes de aplicar la
terapia a los pacientes, los estudios en grandes animales son un prerrequisito para validar
la eficacia en un modelo animal més relevante para los humanos. El desarrollo de modelos

preclinicos en grandes animales requiere el uso de lineas celulares animales bien
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caracterizadas que sean similares a sus homologos humanos (Stramandinoli-Zanicotti y
cols., 2014). Estos modelos animales presentan, igualmente, ciertas caracteristicas
similares a la especie humana aumentando la fiabilidad de los resultados obtenidos en las
investigaciones (Gothard y cols., 2014). De este modo, son el peso corporal, la
composicion quimica y la densidad mineral dsea las propiedades que se asemejan en gran
medida a la naturaleza de los seres humanos (Gothard y cols., 2014; Pilia y cols., 2013).
En cambio, son las implicaciones éticas, los altos costes economicos de su adquisicion y
el hecho de ser animales cuadrupedos, las caracteristicas que dificultan, en cierto modo,
la traduccidn clinica de los resultados obtenidos (Gothard y cols., 2014).

1.7.2.2. Modelos animales de gran tamafio

° Ovejas

Las ovejas, animales ampliamente utilizados en los analisis in vivo de la
ingenieria tisular, presentan numerosas caracteristicas muy similares a los seres
humanos, ademas de las sefialadas anteriormente, como el envejecimiento de los huesos,
la remodelacion 6sea dependiente de la edad y, por dltimo, las células madre derivadas
de la médula 6sea, tan semejantes a las de la especie humana (Gothard y cols., 2014;

Kalaszczynska y cols., 2013). Sus largos huesos permiten el estudio de muchos sistemas
de fijacion interna usados en la practica clinica con los seres humanos (Muschler y cols.,
2010; Gardel y cols., 2014). Otras ventajas menos relevantes son la considerable literatura
disponible y el hecho de ser animales ddciles (Gothard y cols., 2014). Todas estas

virtudes, les hace ser el modelo animal de gran tamafio mas recomendado para el analisis
de los sustitutos 6seos (Malhotra y cols., 2014; Kalaszczynska y cols., 2013). Sin
embargo, ademas de ser fragiles cuando no se encuentran en grupo con sus semejantes,
el ritmo de remodelacion dsea de estos animales depende de su edad presentando una
renovacion de los sistemas de Havers alrededor de los 7-9 afios de edad (Muschler y cols.,
2010; Gothard y cols., 2014; Pilia y cols., 2013); ademas de presentar una elevada
resistencia mecanica en los individuos adultos y una densidad mineral 6sea trabecular

muy superior a la especie humana (Gothard y cols., 2014).
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) Perros

Otros animales de gran tamarfio que también se aplican en las investigaciones son
los perros. Estos animales cuentan con la virtud de ser facilmente manejables debido a su
naturaleza docil y contar con una amplia literatura en lo referente a su comportamiento
bioldgico. Igualmente, presentan una facil crianza y accesibilidad. Una amplia literatura
sostiene que los modelos caninos contindan siendo los preferidos, particularmente, en los
estudios sobre biologia de la médula dsea e inmunologia de los trasplantes. Si bien, existe
una gran variedad de resultados entre las distintas razas, ademas de una elevada tasa de
remodelacion Osea, resistencia mecénica, una union 6sea muy resistente alcanzada a
mayor velocidad que en la raza humana y, sobre todo, numerosas preocupaciones éticas
y sociales al ser considerados como animales de compafiia (Muschler y cols., 2010;
Gothard y cols., 2014; Piliay cols., 2013). Pese a todo ello, el modelo canino es la especie
animal mas comunmente utilizada para recrear defectos 6seos mandibulares (Adam y
cols., 2014).

. Cabras

En lo que se refiere a las cabras como modelos animales empleados en dichas
investigaciones, tienen la ventaja de presentar un gran tamario corporal que permite las
implantaciones multiples, presentan una tasa de remodelacion Gsea similar a los seres
humanos y muestran una elevada tolerancia a las condiciones ambientales que se emplean
durante el periodo de tiempo que dura el estudio. Igualmente, presentan menos masa
muscular y toleran mejor el estrés del aislamiento. Por el contrario, dificulta, en cierto
modo, la traduccion clinica de los resultados obtenidos por su pronta cicatrizacion 6sea
debido a su elevado indice de angiogénesis (Muschler y cols., 2010; Gothard y cols.,
2014).

. Cerdos

Con mucha menos frecuencia se utilizan cerdos que presentan una anatomia y
microestructura 6sea similar a los humanos. Sin embargo, son agresivos y dificiles de
manejar; siendo sus principales inconvenientes como modelo animal, el gran tamafio, el
excesivo peso corporal, sus huesos cortos y de gran espesor y el acelerado ritmo de

crecimiento 6seo afectando sobre todo a las investigaciones de matrices que recibiran
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importantes cargas mecanicas al dificultar la diferenciacion entre una remodelacién

temprana o tardia del hueso (Gothard y cols., 2014; Pilia y cols., 2013).

. Primates no humanos

Los primates son frecuentemente utilizados como modelo de eleccién para los
estudios sobre los métodos de regeneracion y reparacion 6sea. Esto se basa en argumentos
de proximidad evolutiva y similar estructura anatomica, endocrina, digestiva y
caracteristicas dietéticas e inmunolégicas (Gothard y cols., 2014). Sin embargo, es dificil
considerarlos como el gold-standard para los trabajos en regeneracion de la masa osea. El
tamafio del defecto es una importante limitacion en los monos verdes africanos y en los
monos Rhesus. S6lo el mono babuino se acerca al tamafio esquelético que los humanos
comparten con los perros, ovejas y cabras. Ademas, estos animales muestran un profundo
dimorfismo sexual mucho mas que los humanos. Igualmente, existe una heterogeneidad
en las respuestas biologicas entre los distintos primates no humanos que disminuyen el
argumento basado en la proximidad evolutiva necesariamente equivale a una mejor
prediccion clinica. Su coste de adquisicion es elevado y presenta ciertos inconvenientes,
tales como intensos cuidados de manejo o inmovilizacion o las cuestiones éticas
relacionadas con su uso creciente en las investigaciones (Gothard y cols., 2014). Sin
embargo, estos diversos aspectos no proporcionan la suficiente evidencia para asegurar
que alguna de las anteriores especies represente mejores caracteristicas para el estudio de
la biologia dsea humana (Muschler y cols., 2010). Por tanto, es necesario establecer un

modelo de defectos de tamafio critico en animales pequefios (Gordeladze y cols., 2010).

En resumidas cuentas, estudios anteriores han demostrado que la osteoinduccion
llevada a cabo por los biomateriales de la ingenieria tisular Gsea ocurre
predominantemente en grandes animales, mientras que en aquellos de menor tamafio la
incidencia de formacion ectdpica de hueso es relativamente mas baja. La razon de estas
diferencias entre las distintas especies animales aun no estd totalmente definida. Los
experimentos en grandes modelos animales se encuentran asociados, principalmente, con
problemas de disponibilidad limitada, alto coste econdmico y preocupaciones éticas, tal
y como se comentaba anteriormente. Por tanto, las investigaciones con este tipo de
modelo animal implican muestras de tamario relativamente reducido, lo que se traduce en

una limitada fiabilidad de los estudios, ya que diversos autores han demostrado una
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variacion en la cantidad de hueso formado no s6lo entre las distintas especies, sino
también entre los individuos de la misma especie, haciendo que el volumen de la muestra

en este tipo de estudios sea de gran importancia (Pilia y cols., 2013).

Por el contrario, analizar la osteoconductividad de los biomateriales en pequefios
animales, tales como las ratas y ratones, no solo permite estudios con muestras de mayor
tamafio, sino que también posibilita la realizacion de un analisis inmunohistoquimico en
mayor profundidad, los cuales son facilmente disponibles para las investigaciones en esta
clase de animales. Estos andlisis en profundidad podrian proporcionar una vision méas
clara de los mecanismos bioldgicos que dirigen la induccion ésea mediante los

biomateriales sintéticos (Gothard y cols., 2014).

Por todo lo comentado anteriormente, los estudios de modelos animales necesitan
ser mejorados para una mayor prediccion de la efectividad de las estrategias en el
tratamiento en los ensayos clinicos (Jiang y cols., 2018). Asi, los modelos animales
disponibles son deficientes en predecir el rendimiento clinico por lo que han sido
evaluadas varias causas posibles de la disparidad entre los resultados de los estudios
animales y los ensayos clinicos, incluyendo fallos en el conocimiento de las limitaciones
de los modelos animales, inadecuada informacion de la biologia 6sea de las distintas
especies conllevando a sobreestimacion de la eficacia del tratamiento y subestimacion en
variaciones de la respuesta clinica (Gardel y cols., 2014; Jiang y cols., 2018). Estos
problemas deberian ser tenidos en cuenta, asi como un conocimiento mas exhaustivo de
las diferencias de hueso (caracteristicas macroscopicas, microscopicas y de remodelado)
en el disefio y ejecucién de los modelos animales preclinicos que involucran terapias
basadas en células madre Oseas. Probablemente, una combinacion de los diferentes
modelos animales para las diferentes estrategias de regeneracion de hueso mejoren la

interpretacion de los estudios in vivo (Jiang y cols., 2018).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

La regeneracion ¢sea es un proceso fisiologico, complejo que supone la formacion
de nuevo hueso poniéndose de manifiesto durante la cicatrizacion normal de las lesiones
6seas y esta implicada en la continua remodelacion del tejido 6seo que se produce durante
la vida adulta. No obstante, existen situaciones clinicas que requieren grandes cantidades
de estructura Gsea por lo que este proceso se encuentra comprometido. El tratamiento
convencional de estos defectos consiste en la utilizacion de injertos autélogos, alogénicos,
xenogénicos Yy aloplésticos. Sin embargo, el limitado éxito de estas terapias en algunas
circunstancias clinicas ha propiciado la investigacion de una amplia variedad de

biomateriales y el desarrollo de diversas terapias clinicas.

En los ultimos afos, los métodos de la ingenieria tisular 6sea han sido
considerados como un nuevo enfoque para reparar los defectos y para conseguir la
regeneracion tisular, constituyendo una alternativa a los injertos 6seos. Esta modalidad
terapéutica consiste en la construcciéon de biomateriales degradables constituidos por
matrices porosas tridimensionales que sirven como soporte estructural para el posterior
trasplante de células madre mesenquimales que se adhieran, proliferen y diferencien en
la matriz y, en algunos casos, en la incorporacion de factores de crecimiento adicionales
para controlar el destino celular con el fin de generar y mantener la regeneracion natural
de la estructura Osea. Las ceramicas bifasicas formadas por HA y B-TCP son utilizadas
satisfactoriamente como matrices tridimensionales en la regeneracion de los defectos del
hueso debido a sus propiedades fisicas y quimicas, y su similitud estructural al hueso
natural. Por otra parte, las CMM se consideran una fuente ideal para las aplicaciones de
la ingenieria tisular 6sea por su capacidad de diferenciacion en diversos tipos celulares,
entre los que se encuentran los osteoblastos. Estas células se hallan en diversos tejidos
del organismo, destacando la médula 6seay el tejido adiposo por ser facilmente accesibles

y proporcionar una cantidad adecuada de CMM.

La mayoria de los estudios publicados sobre regeneracion ésea han usado CMM-
MO puesto que la médula dsea ha sido considerada la principal fuente de células madre
mesenquimales por su elevada tasa de aislamiento, gran capacidad proliferativa y elevado

potencial de diferenciacion. Sin embargo, esta fuente no esta exenta de inconvenientes,
Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion ésea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis

79



Justificacion y Objetivos

entre las que destacan su proceso de obtencién altamente invasivo, la alta morbilidad
asociada a la obtencion de células, el bajo rendimiento celular y la disminucion de la
potencia celular en los sucesivos pasajes. Como alternativa a estas limitaciones, en un
estudio cientifico se describio el uso de estas células a través del aspirado de liposuccidn

del tejido adiposo subcutaneo como una fuente rica en células madre mesenguimales.

Tradicionalmente, las CMM-A han sido obtenidas del tejido adiposo visceral, del
tejido adiposo orbital y de las almohadillas adiposas, entre las que destacan las
almohadillas de Hoffa. Aunque la fuente de obtencion mas comunmente utilizada es el
tejido subcutaneo del abdomen, también se ha recurrido frecuentemente a las regiones
que rodean los musculos pectorales y gluteos y el fémur femoral. Sin embargo, estos
procedimientos conllevan una serie de inconvenientes tales como la heterogeneidad de la
poblacion celular recogida, el inadecuado volumen aspirado, la morbilidad en el sitio
donante y las complicaciones ambulatorias durante el periodo postoperatorio. Para evitar
estos inconvenientes intra y postoperaotrios, la cavidad oral contiene una masa de tejido
adiposo especializado denominada BAB. Es una masa adiposa profunda localizada a
ambos lados del rostro, entre el musculo buccinador y ciertos masculos mas superficiales,
incluyendo el masculo masetero, el cigomatico mayor y el cigoméatico menor. En las
ultimas cuatro décadas, numerosos autores han utilizado la BAB como injerto autdgeno
para la reconstruccion de defectos maxilofaciales de pequefio y mediano tamafio, el
tratamiento de las comunicaciones oronasales y oroantrales y del paladar hendido, la
reconstruccion de la base del craneo, de defectos en la regidon frontoorbitaria y
cigomatico-maxilar y de defectos intraorales por patologias malignas. Asi como en
intervenciones de palatoplastia, aumento malar y osteonecrosis de la mandibula; para el
tratamiento de la fibrosis submucosa oral, de las articulaciones anquilosadas y la
rehabilitacion tridimensional de grandes defectos alveolares. Igualmente se ha recurrido
a sus beneficios como tratamiento para el cierre de la perforacion de la membrana sinusal,
de graves recesiones gingivales, de los defectos a nivel de la mucosa oral en casos de
periimplantitis y para la revascularizacion pulpar. De todas las aplicaciones en las terapias
de medicina regenerativa, cabe destacar su uso recientemente empleado para la obtencion
de CMM, denominadas células madre mesenquimales de la bola adiposa de Bichat
(CMM-BAB); debido a sus caracteristicas y comportamiento presentan una alta similitud

a las, mas conocidas, células madre mesenquimales subcutaneas (CMM-SC).
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Esta nueva fuente para la obtencion de CMM-A presenta numerosas ventajas
puesto que la extraccion de la BAB es un procedimiento con minimas complicaciones
que requiere una pequefia incision con previa anestesia local ocasionando una escasa
morbilidad en el sitio donante. En este sentido, las CMM-BAB pueden ser utilizadas en
la ITO para la regeneracion de DOTC maxilofaciales de pacientes sanos, pero sobre todo
ante la presencia de enfermedades sistémicas que afectan al metabolismo dseo tales como
la osteoporosis, donde los pacientes sufren una disminucion de la masa y, sobre todo, de
la densidad del tejido mineral éseo; por lo que se observa un incremento proporcional del
nimero de osteoclastos maduros desarrollando un aumento de la reabsorcion dsea; o
como la DM tanto la DM tipo 1 como la tipo 2, patologias carazterizadas por una
estructura Osea alterada consecuencia de la hiperglucemia cronica. Los pacientes con
diabetes tipo 1 mal controlados con niveles de hiperglucemia mantenidos en el tiempo,
ademés de poder sufrir con mucha probabilidad osteopatia diabética, van a tener una
menor capacidad de regeneracién 6sea ante un DOTC como consecuencia de una
disminucion de los niveles de osteocalcina. Igualmente, es necesario resaltar la escasa
mineralizacién de la estructura 6sea cuando ambas patologias se presentan de manera
concomitante en el individuo. Estas nuevas técnicas de ITO podrian aplicarse a pacientes
que presentan simultaneamente diabetes y osteoporosis, como enfermedades
independientes que aparecen en un mismo paciente, 0 como suele ser mas frecuente,
osteoporosis inducida por diabetes debido a la hiperglucemia crénica, a los productos
finales de glicosilacion avanzada y al estrés oxidativo. En este tipo de pacientes, se
produce un efecto sinérgico de ambas enfermedades, que impide la regeneracion dsea de
los DOTCs con el uso exclusivo de biomateriales, por lo que la ITO podria permitir la

regeneracion Osea de estas lesiones.

Para poder llevar a cabo estos estudios es necesario establecer un adecuado
modelo de experimentacion animal que permita identificar los retos y desafios para
futuros ensayos clinicos en humanos. De este modo, en lo referente al campo para la
regeneracion osea de los DOTCs; anatdmicamente, la mandibula de las ratas esta formada
por un par de huesos que no llegan a unirse en la vida adulta, a diferencia de otras especies.
Estas dos superficies dseas estan unidas por tejido fibroso representando un DOTC
natural, motivo por el cual ha sido usado en tres estudios cientificos como modelo de no

unién congénita para poder investigar distintos métodos de regeneracion dsea. Hasta la
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fecha, sélo ha sido publicado un articulo cientifico en el que se uso6 este DOTC natural de
la rata para comparar el tratamiento del defecto 6seo con BC sola o cultivada con CMM-
MO, pero so6lo en animales sanos; no en animales diabéticos, osteoporoticos, o con

diabetes y osteoporosis simultaneamente.

Por todas las razones comentadas anteriormente, el objetivo de este estudio fue
comparar la eficacia de la formacion de nuevo hueso en los DOTCs de la sinfisis de la
rata mandibular empleando BC Unicamente, como terapia convencional; BC cultivadas
con CMM-MO considerando la médula 6sea como el origen habitual de células madre
mesenquimales y BC junto con CMM-BAB como terapia innovadora en ratas sanas,

diabéticas, osteopordticas y diabéticas con osteoporosis.
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2.2. OBJETIVOS

El objetivo general fue estudiar el uso de la terapia celular (células madre
mesenquimales de la médula 6sea y células madre de la bola adiposa de Bichat) en
materiales biocerdmicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis mandibular en ratas sanas,

diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis.

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que
nos permitan sistematizar y responder a los diferentes aspectos que plantea nuestro

estudio.
= Objetivos especificos

1. Estudiar radiologicamente el nivel de union 6sea de DOTCs de la sinfisis
mandibular de rata, a las 4 y 8 semanas de ser tratados con BCs con o sin CMM-MO o
CMM-BAB en animales sanos, diabéticos, osteopordticos y diabéticos con osteoporosis.

2. Analizar la DMO de DOTCs de la sinfisis mandibular de rata, a las 4 y 8
semanas de ser tratados con BCs con o sin CMM-MO o CMM-BAB en animales sanos,
diabéticos, osteoporoticos y diabéticos con osteoporosis.

3. Determinar histologicamente el nivel de union 6sea de DOTCs de la
sinfisis mandibular de rata, a las 4 y 8 semanas de ser tratados con BCs con o sin CMM-
MO o CMM-BAB en animales sanos, diabéticos, osteoporéticos y diabéticos con
osteoporosis.

4. Valorar inmunohistoquimicamente la expresion de FCEV de DOTCs de la
sinfisis mandibular de rata, a las 4 y 8 semanas de ser tratados con BCs con o sin CMM-
MO o CMM-BAB en animales sanos, diabéticos, osteoporéticos y diabéticos con
osteoporosis.

5. Estudiar inmunohistoquimicamente la expresion de BMP-2 de DOTCs de
la sinfisis mandibular de rata, a las 4 y 8 semanas de ser tratados con BCs con 0 sin CMM-
MO o CMM-BAB en animales sanos, diabéticos, osteopordticos y diabéticos con
osteoporosis.

6. Comparar el nivel de union dsea radioldgica, la DMO, el nivel de union
Osea histoldgico, y la inmunopositividad de FCEV y BMP-2 de DOTCs de la sinfisis
mandibular de rata, a las 4 y 8 semnas de ser tratamos con BCs + CMM-MO o BCs +
CMM-BAB en animales sanos, diabéticos, osteopordticos y diabéticos con osteoporosis
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la
Universidad de Murcia (codigo CEEA 154/2015) (Anexo 1).

Durante el desarrollo de la investigacion se precisaron diversos equipos e instrumental
cientifico que fueron facilitados por el Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAI) de la

Universidad de Murcia, en las siguientes secciones:
a). Seccion de Animales de Laboratorio (animalario):

- Mantenimiento de los animales de experimentacion.

- Intervenciones quirargicas practicadas en el quir6fano n° 2.

- Farmacos anestésicos y analgésicos: ketamina (Anaestamine®, Le Vet Beheer
B.V., Paises Bajos), buprenorfina (Bupaq®, Richterr Farma Ag. Wells, Austria),
enrofloxacino (Alsir®, Laboratorios Dr. Esteve, Alemania), meloxicam
(Metacam®, Boehringer Ingelheim, Espafia), Hidrocloruro de medetomidina
(Dormisan®, Fatro Ibérica, Italia), atipamezol (Tipafar®, Fatro Ibérica, Italia),
hidroxietilcelulosa (Lacriforte, Produlab Pharma, Holanda),

- Farmaco anticolinérgico: atropina sulfato (Atropina®, Braun Medical, Espafia).

- Agente antiséptico: povidona yodada (Betadine®, Meda Manufacturing, Suiza).

- Cloruro de sodio (Vitulia®, Laboratorios ERN, Espafa).

- Campana de inhalacion de CO:..

- Material quirargico: jeringa metalica, agujas desechables de 25 mm de longitud,
carpule de articaina con epinefrina 1:100.000 (1°’8mL), mango de bisturi n® 3 y
bisturi de hoja n° 15, tijeras de punta recta, periostotomos de Molt, pinzas
hemostéaticas, cucharillas de legrado, curetas Gracey 5/6, pinzas acodadas,
mosquito y de Adson, portaagujas, hilos y aguja de sutura.

- (Gasas estériles (Gaspunt®, Espafia).

- Bioceramica bioactiva de 3° generacién bifasica (Osteosynt®, EincoBio, Belo
Horizonte, Brasil).

- Medidor de glucosa en sangre biomecanico VetScan VS1 (Abaxis®, Griesheim,
Alemania).
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Cabina de flujo laminar Flow-Tronic.

Seccion de Cultivo de Tejidos:

Cabina de flujo laminar Cultair ASB II.

Centrifugadoras, incubadoras de agitacion, estufas de incubacion de CO2.
Microscopio optico Nikon Eclipse TE-2000U acoplado a un sistema de
videofilmacion y fotografia digital.

Microscopio optico invertido con contraste de fases Nikon Diaphot-TMD.
Contador de células automéatico BIO-RAD TC10™,

Diapositivas de recuento de doble cdmara (BIO-RAD®, California, Estados
Unidos).

Placa de 48 pocillos (Nunclon™ Delta, NUNC®, Massachusetts, Estados
Unidos).

Tubos de microcentrifuga (Eppendorf®, Hamburgo, Alemania).

Frascos de cultivo t75 y t25 (SARSTEDT AG&Co, Nimbrecht, Alemania)
Colorante azul de tripano (BIO-RAD®, California, Estados Unidos).

Frascos transparentes tipo duquesa (Auxilab®, Madrid, Espafia).

c) Seccién Universitaria de Microscopia.

Microscopio Electronico de Barrido (SEM) JEOL JSM-6100.
Software de microanélisis de elementos (EDX).

Microscopio optico Leica™ DMRB céamara Leica™ DC500.
Microtomo de 3 pm.

Tinciones de H-E y azul de toluidina.

d). Animalario del Campus de Ciencias de la Salud (situado en el complejo del HGUVA):

Equipo bimodal de Tomografia por Emisién simple de Fotones (SPECT) y de
Tomografia Axial Computarizada (CT).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion ésea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis

87



Material y Métodos

3.2. METODOS

3.2.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron un total de 96 ratas Sprague-Dawley hembras de 7 semanas de vida

con un peso medio de 250 g.

3.2.2. Aislamiento, cultivo y expansion celular para obtener células madre

mesenquimales de la médula 6sea de rata

Tras el sacrificio de 2 animales mediante inhalacion de CO2, las CMM-MO fueron
obtenidas de los ejes centrales de los cuatro fémures. La preparacion y diferenciacién
osteogénica de las CMM-MO se realiz6 siguiendo la técnica de Ikeuchi de 2002 (Ikeuchi
y cols., 2002).

Una vez extirpados los fémures derechos e izquierdos bajo condiciones de
esterilidad (Figura 8), las epifisis proximal y distal fueron separadas de la diéfisis (Figura
9) y lamédula dsea de las metafisis fue puncionada con una jeringa de 1,5 mm de didmetro
(Figura 10).

Figura 8. Fémur derecho e izquierdo de las dos ratas Sprague-Dawley.
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Figura 9. Eliminacion de las epifisis proximal y distal mediante disco de corte de
metal con pieza de mano.

Figura 10. Obtencion de la médula ésea
mediante puncidn.

8 mL de médula 6sea fueron incluidos en una jeringa de 10 mL, en la que se
incluyeron previamente 1 mL de citrato anticoagulante (ACD-A, Anticoagulant Citrate
Dextrose Solution, Biomet Biologics), ademéas de una mezcla de antibidtico (Img/mL de
estreptomicina y penicilina) y antifangico (Img/mL de fungizona) (Figura 11). Esta
mezcla fue centrifugada a 600 X g durante 10 minutos (Figura 12). Entonces, una media
de 3,5 £ 0,5 mL de BMC (fase media correspondiente al concentrado de células
mononucleares) fue separado del plasma libre de células mezclado con citrato
anticoagulante (fase més superior) y de las células rojas de la sangre (parte més inferior)
(Figura 13) (Hamini y cols., 2014; Grassmann y cols., 2015).
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Figura 11. Tubo de ensayo con citrato
sodico, antibidtico, antifingico y 8mL de
médula 6sea.

Figura 12. Centrifugadora de la Seccion de
Cultivo de Tejidos.

Figura 13. Tubo de ensayo con las tres fases diferenciadas de la
muestra de médula 6sea tras el centrifugado.

Estas células fueron lavadas y suspendidas en medio de cultivo (MEM; Nacalai

Tesque Tokio, Japdn) conteniendo 15% de suero bovino fetal (SBF; JHR Bioescences,
KS, USA), 10 nM DEX (Sigma-Aldrich Quimica, S.L, Madrid, Espafa), 10 nM B-GP
(Merck, Darmstadt, Alemania), 0,28 nM de 4cido asbérbico 2-fosfato magnesio sal n-
hydrato (Sigma-Aldrich Quimica, S.L, Madrid, Espafia) y 1% de antibiético (100 U/ml
de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 0,25 pg/mL de amfotericina B) (Sigma-

Aldrich Quimica, S.L, Madrid, Espafia).
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Las células fueron cultivadas en frascos T-75 a una humedad atmosférica del 95%,

un aire con 5% de CO- y una temperatura de 37 °C (Figura 14).

Figura 14. Frasco de cultivo
T-75 con las CMM-MO
suspendidas en el medio de
cultivo DEMEM.

Las células adherentes proliferadas fueron inicialmente cultivadas hasta una
confluencia del 80% durante 10 dias cambiandoles el medio de cultivo cada 3 dias. Los
frascos de cultivo se visualizaron con el microscopio Optico a un aumento 10x. (Figuras

15- 17).

Figura 15. Microscopio
optico invertido con
contraste de fases Nikon
Diaphot-TMD.

Figura 16. Microscopio 6ptico Nikon Eclipse TE-2000U.
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Figura 17. Apariencia de las CMM-MO en el primer dia del cultivo primario.

Después de 10 dias en cultivo primario, las CMM fueron liberadas de su sustrato
de cultivo en los frascos T-75 usando tripsina al 0,05% y 0,53 mM de EDTA. Las células
fueron centrifugadas a 900 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y
resuspendidas a una concentracion de 1 X 107 células/mL en MEM (Figuras 18 y 19). En

este estudio, las células adherentes fueron consideradas como CMM-MO.

Figura 18. Apariencia de las CMM-MO en el segundo subcultivo.
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Figura 19. Apariencia de las CMM-MO en el tercer subcultivo.

3.2.3. Aislamiento, cultivo y expansion celular para obtener CMM-BAB de rata

Tras la inyeccion de anestesia local a dos animales, las CMM-A fueron obtenidas
de cuatro bolas adiposas de Bichat (BAB). La preparacion y diferenciacion de las CMM
del tejido adiposo se realizara siguiendo la técnica descrita por Farré-Guasch y cols. en
2010 (Farré-Guasch y cols., 2010) y por Zuk y cols. en 2002 (Zuk y cols., 2002). La
extraccion de las cuatro BAB se realizd por acceso extraoral. En primer lugar, se efectu6
una incision con tijeras de punta recta que abarcaba el plano cutdneo y los planos
musculares subyacentes (musculos masetero y temporal). A continuacion, con una pinza
mosquito, se procedio a la localizacion de la BAB izquierda, tejido adiposo subcutaneo
que se situa entre el borde anterior del masculo masetero y el musculo buccinador y en la

profundidad del musculo temporal (Figura 20).

Figura 20. Incision en la piel y el mUsculo masetero (a) para acceder a la bola adiposa
de Bichat (b).
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Una vez hallada, se procedio a su escision mediante un corte con bisturi para
liberar las fascias musculares circundantes (Figura 21). Finalmente, el tejido se irrigé con
suero fisiologico Vitulia al 0°9% con el fin de eliminar las impurezas que hubiesen podido
albergarse en el tejido graso durante el procedimiento de exéresis quirdrgica y se introdujo
en tubos de microcentrifuga, al que se incorporé una mezcla de antibidtico (Img/mL de
estreptomicina y penicilina) y antifingico (Img/mL de fungizona) para su posterior

tratamiento en la Seccion de Cultivo de Tejido del SAI (Figura 22).

Del mismo modo se procedio a la reseccion de la BAB contralateral y de las del

segundo animal.

Figura 21. Localizacién ex vivo de las bolas adiposas de Bichat derecha (a) e izquierda
(b) y escision de las mismas de los espacios anatémicos que las contienen (c, d).
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Figura 22. Limpieza del tejido graso con suero fisioldgico Vitulia 0°9% (a) y
almacenamiento en tubo de microcentrifuga con antibidtico y antiftingico (b).

Las BABs fueron lavadas varias veces con PBS, recortada en pequefias piezas y
tratada con 0,075% de colagenasa | (Sigma-Aldrich Quimica, S.L, Madrid, Espafa),
durante 60 minutos a 37°C. Después de la incubacién, el tejido adiposo fue centrifugado

a 400 X g durante 10 minutos para separar los adipocitos y las gotas lipidicas (grasa) de
la fraccion vascular estromal (FVE) (Figura 23).
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7

Figura 23. Proceso de obtencion de las CMM-BAB segln protocolo descrito por Zuk y cols. en 2002.

El concentrado celular fue resuspendido en una solucion buffer para lisis de
celulas sanguineas (8,2 g/L de NH4CI, 0,84 g/L de NaHCOz y 0,37 g/L de &cido
etilendiaminotetraacético disédico con PH 7,4) e incubado durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Las células de la FVE fueron resuspendidas en medio Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM) bajo en glucosa conteniendo 10% de suero bovino fetal
(SBF) y 100 unidades/mL de solucién antibidtica/antimicética. Las células suspendidas
fueron pasadas a través de un filtro de células de 100 um (BD, Biosciencies, Palo Alto,
CA); las células fueron contadas y su viabilidad serd medida por exclusion con azul de

tripano.

Las células fueron sembradas (5 X 10% células/cm?) en 100 mL de botellas de
cultivo y mantenidas en una estufa himeda a 37°C y 5% de CO,. Después de 3-4 dias, las
colonias de células individuales fueron visualizadas al microscopio éptico a un aumento
10x. La poblacion de células adheridas son referidas como pase 0 (P0O) (Figura 24), asi

como varios pases (hasta un mes de cultivo) (Figuras 25 y 26). Después de 1 semana de
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cultivo, las células de BAB serdn contadas y el nimero de células por gramo sera

calculado.

Figura 24. Apariencia de las CMM-BAB en los primeros dias del cultivo primario.

Figura 25. Apariencia de las CMM-BAB en el primer subcultivo.

Figura 26. Apariencia de las CMM-BAB en el segundo pase.
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Las células de BAB, seran inducidas a diferenciacion en medio osteogénico
durante varias semanas. ElI medio osteogénico estaba compuesto por DMEM + SBF
(10%) + 0,01 pM, 1,25-dihideoxivitamina D3, 50 uM de ascorbato-2-fosfato, 10 mM de
B-glicerofosfato y 1% de solucion antibiotica/antimicética. En este estudio, las células

adherentes al frasco de cultivo se han considerado CMM-BAB.
3.2.4. Animales de experimentacion

Un total de 96 ratas Sprague-Dawley hembras de 15 semanas de vida y entre 180-
280 g de peso (peso medio 250 g) han sido incluidas en el estudio. Los animales se
aclimataron en las instalaciones de la Seccion de Animales del Laboratorios (Servicio de
Apoyo a la Investigacién) durante una semana antes de comenzar el estudio, en
condiciones normales de alojamiento de animales de experimentacion cumpliendo las
recomendaciones establecidas por el RD 53/2013 con comida y bebida disponible ad

libitum.
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3.2.5. Grupos experimentales: aleatorizacion de la muestra

Una vez aclimatados, los animales han sido asignados al azar en 4 grupos en este
estudio controlado aleatorizado. La secuencia de aleatorizacion serd generada usando un
servicio digital online de aleatorizacion (www.randomization.com). Cada grupo esta

compuesto por un total de 24 animales (Figura 27):

- Grupo 1: sanas (n=24).
- Grupo 2: diabéticas (n=24).

- Grupo 3: osteopordticas (n=24).

- Grupo 4: diabéticas + osteoporoticas (n=24).

Muestra
total
(n=96)
rupo =: rupo 5: rupo a:
diabéticas osteoporodticas diabéticas +
(n=24) (n=24) osteoporadticas
‘ (n=24)

- 1A (n=8) - 2A (n=8) - 3A (n=8) - 4A (n=8)
Bioceramica Bioceramica Bioceramica Bioceramica
- 1B (n=8) - 2B (n=8) - 3B (n=8) - 4B (n=8)
Bioceramica + Bioceramica + Bioceramica + Bioceramica +
CMM-MO CMM-MO CMM-MO CMM-MO
- 1C (n=8) - 2C (n=8) - 3C (n=8) - 4C (n=8)
Bioceramica + Bioceramica + Bioceramica + Bioceramica +
CMM-BAB CMM-BAB CMM-BAB CMM-BAB
Sacrificio a las Sacrificio a las Sacrificio a las Sacrificio a las
4 semanas 4 semanas 4 semanas 4 semanas
(n=12, 4 de A, (n=12, 4 de A, (n=12, 4 de A, (n=12, 4 de A,
4deBy4de 4deBy4de 4deBy4de 4deBy4de
C) ®) C) C)
Sacrificio a las Sacrificio a las Sacrificio a las Sacrificio a las
8 semanas 8 semanas 8 semanas 8 semanas
(n=12, 4 de A, (n=12, 4 de A, (n=12, 4 de A, (n=12, 4 de A,
4deBy4de 4deBy4de 4deBy4de 4deBy4de
C) C) C) C)

Figura 26. Aleatorizacion de las muestras de estudio en los 4 grupos diferentes.
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3.2.5.1. Subgrupos de tratamiento

Los 24 animales de cada uno de los 4 grupos fueron aleatorizados en 3 subgrupos:

- A (n=8): Biomaterial.
- B (n=8): Biomaterial + Osteoblastos derivados de CMM-MO.
- C (n=8): Biomaterial + Osteoblastos derivados de CMM-BAB.

A (n=8): Biomaterial

En el defecto 6seo localizado en la sinfisis mandibular se coloc6 hidroxiapatita
(60%) + B-TCP (40%) en granulos de 425 a 850 um (Osteosynt®, Eincobio, Belo

Horizonte, Brasil).

B (n=8): Biomaterial + Osteoblastos derivados de CMM-MO

En el defecto 6seo localizado en la sinfisis mandibular se coloc6 hidroxiapatita
(60%) + B-TCP (40%) en granulos de 425 a 850 um (Osteosynt®, Eincobio, Belo
Horizonte, Brasil) + osteoblastos derivados de las CMM-MO.

La bioceramica (40 mg) se colocd en uno de los 48 pocillos de una placa de
polietileno, entonces afiadiremos 1 mL de suspension de células y se cultivard durante 48
horas. Nuestro estudio mostrara que aproximadamente 30% de las células afiadidas a la
bioceramica son viables por lo que el injerto tendra 7,5 X 10° células por cada 10 mg de

bioceramica.

C (n=8): Biomaterial + Osteoblastos derivados de CMM-BAB

En el defecto 6seo localizado en la sinfisis mandibular se coloc6 hidroxiapatita
(60%) + B-TCP (40%) en granulos de 425 a 850 um (Osteosynt®, Eincobio, Belo
Horizonte, Brasil) + osteoblastos derivados de CMM-BAB.

La bioceramica (40 mg) se coloc6 en uno de los 48 pocillos de una placa de
polietileno, entonces afiadimos 1 mL de suspension de células y se cultivé durante 48
horas. Nuestro estudio mostrogque aproximadamente el 30% de las células afiadidas a la
bioceramica son viables por lo que el injerto tuvo 7,5 X 10° células por cada 10 mg de

bioceramica.
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3.2.6. Induccidn de diabetes mellitus en los animales de experimentacion

En los animales del Grupo 2 (n=24) y Grupo 4 (n=24), la diabetes mellitus fue
inducida mediante una dosis Unica de estreptozotocina (STZ) (45 mg/Kg por via
intraperitoneal) (Sigma-Aldrich Quimica, S.L, Madrid, Espafia) disuelta en tampon
citrato (Figura 45)

Figura 45. Estreptozotocina
disuelta en tampon citrato.

Para comprobar la induccién efectiva de la diabetes mellitus, una muestra de
sangre de la cola de cada animal (previa desinfeccion de la zona con alcohol al 98%) fue
tomada antes de la administracién de la estreptozotocina y una semana después (donde
verificamos si ha habia sido efectiva antes de realizar el procedimiento quirdrgico) y
finalmente, constatamos el mantenimiento de la enfermedad durante todo el trabajo de

campo tomando una ultima muestra de sangre el mismo dia del sacrifico del animal.

El nivel de glucosa en sangre se cuantificd colocando la muestra de sangre en
recipientes estériles de 0,5 mL que fueron centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos
para extraer el plasma. El plasma fue inmediatamente analizado mediante el analizador

biomecanico VetScan VS1 (Abaxis®, Griesheim, Alemania).

Los animales fueron considerados diabéticos si los niveles de glucosa en sangre
eran mayor a 200 mg/dl (Figura 46).
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Figura 46. Distintas muestras de niveles de glucosa en sangre que certifican la
induccién de diabetes mellitus (>200mg/dl) en tres animales de experimentacion,
segun el analizador biomecénico VetScanl VS1 (a, b, c).

3.2.7. Induccidn de osteoporosis en los animales de experimentacion

En los animales del Grupo 3 (n=24) y Grupo 4 (n=24) aplicamos un modelo de

osteoporosis mediante ovariectomias bilaterales.

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (10 gr/100 ml)
(Ketamidor®, Richter Farma Ag. Wells. Austria) y xilacina (2%) al 50% (0,1 mL/100 gr
de peso) (Xilagesic®, Laboratorios Calier SA. Les Franqueses del Vallese. Espafia) por
via intraperitoneal (40-90 mg/kg ketamina + 5-10 mg/kg xilacina). Previamente a la
cirugia, se suministro a los animales una correcta analgesia con buprenorfina (0,05 mg/kg
por via subcutanea) (Bupaq®, Richter Farma Ag. Wells. Austria). A nivel local, se

administré anestesia local mediante lidocaina en spray. La region abdominal fue rasurada,

Figura 47. Regi6n abdominal
rasurada.
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lavada con suero fisioldgico y cubierta con una solucion de povidona yodada al 10%
(Figura 47).

Realizamos una incision dorsal de 5 mm de longitud en el flanco derecho e
izquierdo de cada rata, entre la parte inferior de la caja toracica y la parte delantera de las
extremidades traseras. Se realiz6 un corte en uno de estos flancos con una tijera quirdrgica
en una zona un centimetro anterior a la pata posterior del animal y un par de centimetros
lateral al centro del vientre. En primer lugar, se secciona la piel y la capa adiposa bajo la
misma, a continuacion, la capa muscular que rodea la cavidad peritoneal teniendo cuidado
de no perder los bordes de dicha capa utilizando “pinzas mosquito” (Figura 48). Por el
orificio practicado se introdujeron unas pinzas pequefias con el fin de localizar la trompa
de Falopio (conducto largo y estrecho de color rosa palido que suele estar adherido a
masas adiposas) y se tird de ésta hacia arriba con cuidado. Se siguio su recorrido hasta
dar con el ovario. Por debajo del ovario se hizo un nudo con hilo quirdrgico con el objetivo
de ligar la arteria ovarica y, acto seguido, se extirp6 el ovario por encima de la ligadura
(Figuras 49 y 50). Una vez finalizd esta operacion, se introdujeron las visceras restantes
de nuevo en la cavidad peritoneal, se suturd con sutura reabsorbible la capa muscular y,
a continuacion, se suturo la piel. A continuacion, se procedio a repetir la operacion con el
ovario contralateral (Figura 51). Después de realizar las ovariectomias bilaterales, las
trompas de Falopio fueron ligadas con sutura reabsorbible de 3-0 (Vicryl®, Ethicon
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GmbH, Norderstedt, Alemania). Finalmente, la piel se suturd con sutura no reabsorbible

de 3-0 (Prolene; Johnson and Johnson, Nordested, Alemania) (Figura 52).

Figura 48. Incisién dorsal cutanea,
adiposa y muscular (a) y posterior
visualizacion de la trompa de
Falopio derecha a través del corte
realizado (b).

Figura 49. Localizacion
del ovario derecho (a) y
ligadura de la arteria
ovérica (b).
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Figura 50. Localizacion
de la trompa de Falopio
izquierda (a) y ligadura de
la arteria ovérica (b).

Figura 51. Escision del ovario derecho e izquierdo.

Y

Figura 52. Sutura continua de
la incision quirdrgica.
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Los defectos Gseos se realizaron 6 semanas después de que las ratas fuesen

ovariectomizadas.
3.2.8. Procedimiento quirargico

Este procedimiento es el mismo para el total de la muestra (n=96). Los animales
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (10 gr/100 ml) (Ketamidor®, Richter
Farma Ag. Wells. Austria) y xilacina (2%) al 50% (0,1 mL/100 gr de peso) (Xilagesic®,
Laboratorios Calier SA. Les Franqueses del Vallese. Espafia) por via intraperitoneal (40-
90 mg/kg ketamina + 5-10 mg/kg xilacina). Previamente a la cirugia, se administro a los
animales una correcta analgesia con buprenorfina (0,05 mg/kg por via subcutanea)
(Bupag®, Richter Farma Ag. Wells. Austria) (Figura 27). A nivel local, se administro

anestesia local mediante lidocaina en spray.

Figura 27. Farmacos utilizados para la anestesia y analgesia de los animales
de experimentacion.

La region submandibular fue rasurada, lavada con suero fisioldgico y cubierta con
una solucién de povidona yodada al 10% (Figura 28). Se realizé una incision de 10 mm
de longitud (semilunar y divergente hacia caudal) sobre el margen inferior de la
mandibula. La piel fue completamente retirada craneal y caudalmente para dejar expuesto
el periostio. Se realiz6 una incision adicional en el periostio sobre cada uno de los lados
de la sinfisis mandibular con el objetivo de exponerla (Figuras 29, 30). El periostio fue
elevado y el tejido fibroso que ocupa la sinfisis mandibular fue cureteado con una cureta

Gracey 5/6 para crear el defecto 6seo (Figura 31). Se estima que la dimension media del
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defecto Gseo para una rata Sprague-Dawley hembra adulta de 180-280 g de peso (peso

medio 250 g) con 15 semanas de vida es de 4 X 2 mm.

Figura 28. Regiéon submandibular
rasurada y lavada con suero fisiologico
y povidona yodada al 10%.

Figura 29. Incision semilunar sobre el sobre el
margen inferior de la mandibula. Primer corte
sobre plano cutaneo (a, b), con el fin de
exponer el periostio (c) para luego, mediante
incisiones adicionales, descubrir la sinfisis
mandibular (d).
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Figura 30. Defecto 6seo en la sinfisis mandibular de dimensiones 4 X 2 mm tras procedimiento
girdrgico (a) y radiogréfico (b).

Figura 31. Curetaje del tejido fibroso
de la sinfisis mandibular (a, b).
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Sobre el defecto dseo creado se coloco la cerdmica bifésica en las treinta y dos
ratas pertenecientes a los cuatro grupos sanos (1A, 2A, 3A y 4A), mientras que en las
treinta y dos ratas pertenecientes al grupo 1B, 2B, 3C y 4C la lesion 6sea se rellend con
biocerdmica y con osteoblastos derivados de las CMM-MO y los defectos 6seos de las 32
ratas restanes (1C, 2C, 3C y 4C) se rellen6 con osteoblastos derivados de la CMM-BAB
(Figuras 32 - 39).

Figura 33. Hidratacion
de la bioceramica con
suero fisiologico al 0°9%.

Figura 32. Bioceramica
bifasica (Osteosynt® 0’5)
compuesta por HA (60%)
y B-TCP (40%).

Figura 34. Colocacion del biomaterial bifasico con la ayuda del periostotomo
de Molt (a) sobre el defecto quirdrgico (b).
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Figura 35. Granulos de
biocerdmica embebidos con
suero fisiologico Vitulia 0°9%.

Figura 36. Placa de cuarenta y ocho
pocillos después de retirar el envoltorio
gue la mantiene en condicién estéril.

Figura 37. Fotografias de la colocacion de la biocerdmica bifasica y de los
osteoblastos derivados de las CMM-MO/CMM-BAB en la placa de 48
pocillos en la cabina de flujo laminar; a las 24 horas (a) y a las 48 horas (b).
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Figura 38. Implantacién (a, b) vy
compactacion (¢) de la cerdmica biféasica
junto con los osteoblastos derivados de las
CMM-MO/CMM-BAB en el defecto creado
en la sinfisis mandibular.

Figura 39. Bioceramica y osteoblastos derivados de las células madre
mesenquimales implantados en el defecto 6seo mandibular (a), para lo cual
se utiliz6 una mesa quirdrgica veterinaria (b).
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Tras realizar la regeneracion 6sea en cada uno de los grupos y subgrupos de
estudio, el periostio y la piel se suturaron separadamente, de manera que la lesidn
quirdrgica cicatrizé por primera intencion. El primero se sutur6 con sutura reabsorbible
con poliglactina 910 de 3-0 (Vicryl®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Alemania) (Figuras
40, 41) mientras que para la sutura de la piel se utilizd sutura no reabsorbible con
polipropileno de 3-0 (Prolene; Johnson and Johnson, Nordested, Alemania) (Figuras 42,
43). Finalmente, se comprobé si el espacio comprendido entre el labio y la arcada dentaria
inferior presentaba algin desgarro de la mucosa oral que originase una comunicacion

entre el lecho quirurgico y la cavidad bucal (Figura 44).

Figura 40. Cierre del periostio
mediante puntos simples con sutura
reabsorbible (a, b, c).

Figura 41. Aproximacion de
los bordes de la herida para
verificar el cierre sin tension
de la piel.

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion ésea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis

112



Material y Métodos

Figura 42. Sutura de la piel con sutura Figura 43. Cierre de la herida
no reabsorbible. quirdrgica sin  tensién, espacios
muertos ni bordes evertidos.

Figura 44. Revision del espacio
vestibular anteroinferior por
posible desgarro de la mucosa
oral.

3.2.9. Sacrificio de los animales de experimentacion

Se realizaran mediante inhalacién con CO: y puncion intracardiaca mediante sobredosis

anestésica con triple dosis de pentobarbital sédico (150mg/kg).

- 4 semanas (n=48).
- 8semanas (n=48).
3.2.10. Variables de estudio.
- Analisis radiologico
- Analisis histolégico
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- Analisis inmunohistoquimico
3.2.10.1.Micro-CT

Las muestras de mandibulas de rata fueron analizadas usando un micro-CT
Skyscan 1172 (Bruker®, Konitch, Belgium) y un escaner trimodal SPECT/PET/CT Albira
(Bruker®, Massachusetts, USA).

En el micro-CT Skyscan 1172 (Bruker®, Konitch, Belgium) se usaron los
siguientes parametros: voltaje de 50 kv, amperaje de 200 pA, las muestras fueron rotadas
180° y cada mandibula fue escaneada a intervalos de 10 um. Se utilizd un filtro de
aluminio. Se emple0 el software NRecon para reconstruir las imagenes de proyeccion de
rayos X obtenidas durante el escaneo. Las secciones obtenidas fueron procesadas con los
programas CTAn y Data Viewer (Bruker®, Konitch, Belgium). El software CTVox
(Bruker, Konitch, Belgium) se us6 para generar los modelos en 3D de las muestras

escaneadas.

Las imagenes en 3D obtenidas por el micro-CT Skyscan 1172 (Bruker®, Konitch,
Belgium) fueron usadas para el estudio radiol6gico de la unién de la sinfisis mandibular.
Las imagenes fueron evaluadas empleando la escala radiolégica propuesta por Yagyuu y
cols (Yagyuu T y cols, 2015): puntuacion 0 (no apreciacion de formacion de hueso
nuevo), puntuacion 1 (engrosamiento de la cortical 6sea a lo largo de los margenes de la
sinfisis mandibular), puntuacion 2 (unién 6sea con aparentes grietas/fisuras), puntuacion

3 (unidn 6sea con o sin vestigio de grietas/fisuras) (Tabla 1).
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Sélo las imagenes obtenidas con el escaner trimodal SPECT/PET/CT Albira
(Bruker®, Massachusetts, USA) fueron usadas para el estudio de la densidad mineral 6sea
(DMO). La DMO se cuantificé en la linea media de la sinfisis mandibular en unidades
Hounsfield (UH), utilizando un software examinador de datos (AMIDE, UCLA,
University, LA, USA). Para ello, se seleccionaron cuatro regiones de interés (ROIs) para
cada muestra con cajas de 1 mm?de volumen situadas en la linea media de la sinfisis
mandibular, calculando la media de los cuatro ROIs (Camacho-Alonso F y cols, 2018;

Camacho-Alonso F y cols, 2020).

0 Formacion de nuevo hueso no apreciable

Engrosamiento de hueso cortical a lo largo de los

1 margenes de la sinfisis mandibular
2 Union dsea con evidencia de grietas/fisuras
3 Unidn désea con o sin vestigio de grietas/fisuras

Tabla 1. Escala de union radiolégica.

3.2.10.2. Andlisis histolégico

Después del andlisis radioldgico, todas las mandibulas (n=96) fueron fijadas en
una solucion de formalina tamponada al 10% durante 72 horas. Las mandibulas fijadas
fueron lavadas en agua destilada durante 5 minutos y luego inmersas en una solucion de
descalcificacion de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 10%(p/v)/solucion de PBS
pH 7,4 a 25°C. Todas las muestras permanecieron inmersas en la soluciéon de
descalcificacion durante 10-12 dias, agitdndolas suavemente todo el tiempo y cambiando
el EDTA cada 3 dias. Después de la inclusion en parafina, se cortaron secciones coronales

de 5 um. Se utiliz6 hematoxilina y eosina (H-E) para revelar el detalle celular y azul de
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toluidina (TBO) para tefiir el hueso mineralizado. Las secciones histoldgicas fueron
evaluadas usando la escala original referida por Salkeld y cols (Salked SL y cols, 2001)
y modificiada por Yagyuu y cols (Yagyuu T y cols, 2015): puntuacion 0 (unién fibrosa
con rastro de nuevo cartilago/formacion 6sea), puntuaciéon 1 (union fibrosa con algunas

areas de nuevo cartilago/hueso), puntuacion 2 (union Osea con areas cartilaginosas) y

puntuacion 3 (unidn Gsea sin rastro de areas cartilaginosas) (Tabla 2).

0 Unién fibrosa con rastro de nuevo cartilago/formacion
Osea
1 Unién fibrosa con algunas é&reas de nuevo

cartilago/areas de hueso
2 Union dsea con areas cartilaginosas

3 Unidn 6sea completa sin areas cartilaginosas

Tabla 2. Escala de union histoldgica.

3.2.10.3.Analisis inmunohistoquimico

La deteccion de FCEV y BMP-2 se realiz6 usando dos anticuerpos policlonales
desarrollados en conejos (ThermoFisher Scientific) y el complejo avidina-biotina-
peroxidasa (ABC). Después de un proceso de rehidratacion, las secciones fueron lavadas
con solucion salina tamponada con Tris (TBS, 0.05 M, pH 7.6), tratadas con H.O; al
0.5% en metanol durante 20 minutos, lavadas en TBS y pretratadas con suero de cerdo
normal (Dako, Carpinteria, California, USA). Se diluy6 1 en 100 en TBS para bloguear
los sitios de union no especificas durante 20 minutos. Las secciones se incubaron con los
anticuerpos FCEV o BMP-2 diluidos 1 en 50 durante 60 minutos, lavados en TBS e
incubados durante 20 minutos con un anticuerpo IgG anti-conejo porcino biotinilado
(Dako, Carpinteria, California, USA), diluido 1 en 250. Finalmente, los portaobjetos se

lavaron en TBS y se incubaros con el reagente ABC (Vector Laboratories, Burlingame,
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California, USA) durante 20 minutos. La expresion fue detectada mediante incubacion
con el liquido DAB + sistema sustrato-cromogeno (Dako, Carpinteria, California, USA);
la reaccion fue detenida después de 5 minutos aclarando los portaobjetos con agua del
grifo. A continuacién, dichos portaobjetos se contratifieron con hematoxilina de Mayer
durante 2 minutos, aclarando con agua del grifo y se cubrieron con un cubreobjetos. La
reacciéon positiva fue identificada por un precipitado de color marrén oscuro. Finalmente,
la expresion de FCEV y BMP-2 fue evaluada por un analisis semicuantitativo usando una

escala de 0 a 3: puntuacién 0 (negativo), puntuacion 1 (leve), puntuacion 2 (moderado) y

puntuacion 3 (fuerte) (Tabla 3).

0 No expresion de FCEV/BMP-2

1 Expresion leve de FCEV/BMP-2

2 Expresion moderada de FCEV/BMP-2
3 Expresion relevante de FCEV/BMP-2

Tabla 3. Escala de expresion inmunohistoquimica de FCEV/BMP-2.

3.2.11. Tratamiento estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico SPSS version 20.0
(SPSS® Inc., Chicago, IL, USA). Se realizo un estudio descriptivo para cada variable.
Igualmente, se aplico la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov y la prueba de
homogeneidad de varianza de Levene y los datos obtenidos mostraron una distribucion
asimétrica por lo que los datos se analizaron utilizando una prueba de clasificacién no
paramétrica. Asimismo, se evaluaron los datos semicuantitativos (union ésea radiologica,
unidn oOsea histoldgica y analisis inmunohistoquimico) y cuantitativos (DMQO) mediante
la prueba U de Mann-Whitney. Se aceptd una significancia estadistica para p<0.05.
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4, RESULTADOS

En esta investigacion todos los animales sobrevivieron hasta el final del estudio.
4.1.  ANALISIS POR MICRO-CT (UNION OSEA RADIOLOGICA Y DMO)
4.1.1. Resultados de la regeneracién 6sea empleando CMM-MO

En todos los grupos de estudio (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas, grupo 3
osteopordticas y grupo 4 diabéticas-osteoporoticas), el analisis radiolégico mediante
mico-CT indica una puntacién mas alta en la unién dsea radioldgica obtenida mediante
el tratamiento de bioceramicas biféasicas y células madre mesenquimales derivadas de la
médula Gsea que en aquellos grupos tratados Unicamente con biocerdmicas con
diferencias estadisticamente significativas tanto para aquellos que han sido evaluados
tanto a las 4 semanas después de la cirugia (grupo 1 p=0.011, grupo 2 p=0.032, grupo 3
p=0.032 y grupo 4 p=0.011) como a las 8 semanas postoperatorias (grupo 1 p=0.011;
grupo 2 p=0.017; grupo 3 p=0.017 y grupo 4 p=0.011) (Tabla 4) (Figura 53).

Del mismo modo, la mayor calificacion en DMO la obtuvieron todos los grupos
de estudio que fueron operados con BCs + CMM-MO que en aquellos que fueron
intervenidos con BCs con diferencias estadisticamente significativas en los subgrupos
sacrificados a las 4 semanas (grupo 1 p=0.021, grupo 2 p=0.021, grupo 3 p=0.021 y grupo
4 p=0.021) y a las 8 semanas (grupo 1 p=0.021, grupo 2 p=0.021, grupo 3 p=0.021 y
grupo 4 p=0.021) (Tabla 5).
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ESCALA DE UNION RADIOLOGICA A LAS 4 SEMANAS

3 Samas Diabeficas Osteaporaticas Diabeticas -+ Osteoporoticas
prmaan BCs (n=4) BCs + CAMM-MO (n=4) BCs (v=4) BCs + CMM-MO (n=4) BC: (n=4) BCs+CMM-MO (1=4) BCs (1=§) BCs+ CADAO (n=d)
n%) n (%) o (%) n (%) (%) (%) u () (%)
0 1029 o) 2(50) 0 37 o) 4(100) 0 ()
1 3(75) o 150 125 1(25) 150 o 3(78)
2 0(0) 4000) o) 3(m) 30 250) 0(0) 1028)
3 0 () 0 0 (0 0{0) b 0(m (1
Mediana (rango) 100 (1.00-100) 200 2.00-2.00) 0.50(0.00-L00) 2.00(100-200)  0.00(0.00-L00) 1.50(L00-200) .00 (0.00-0.00) 1.00 (1.00-2.00)
pvalar 0.011 0.032 0.032 011
) Sanas Disbeticas Oateoporbticas Diabaticas - Osteoparaficas
Frmtacin BCs (n=4) BCs+CMMMO (n=4) BCs (p=4) BCs + CMM-MO (n=4) BCs (n=4) BCs+CMM-MO (n=4) BCs (n=4) BCs+ CAMMO (n=d)
(%) n (%) o (%) n (%) o (%) n (%i) u (%) n (%)
0 0 (W 135 00 1(5m b 3(75) T
1 4 (100} o 3(78) 4w 15 0 1(15) ¥m
2 o) 105) o) 2(50) 0 (0) a(7) 0(0) 400)
3 0 1(78) o 2(=0) L] 1(25) o 0 (00)

Mediana (rango) 100 (LO0-100) 3.00 (2.00-3.00) 100 (0.00-100) 250 (200-300)  0.50 (0.00-100) 2.00 (2.00-300) 0.00 (0.00-100) 2.00 (2.00-2.00)

pvalor 0.011 .07 0.m7 0.011

Tabla 4. Resultados de la escala de union radioldgica (Prueba U de Mann-Whitney).

DA A LAS 4 SEMANAS

Sanas Diabeticas Osteoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas
Puntuacion

B fnd} B+ CMM-MO (a4 BCajrd)  BCa+CMMMO (ad) ECifa—dy  BCa+CHMAMO (amdy ECain-4)  BCa+CMM-MO (ad)

Mediana (Tango) 2634 (235.66072.08) #4324 (40620-8557)  TI536 (061101 9E) 956,00 (MGG 0ASH (BI0AGGNG) TIIGESAIN0Y 9520 (EAMLLELTE 20675 (954G L)

p-valor am B 0221 a1

Sanas Diabreticas Osteoporaticas Diabeticas + Osteoporoticas
Puntuacion
T ECifn-4 BCu+ CHMMO (4] BCin~4)  BCorCMMMO(rd) BG4 ECi+CMMMO(-#  BCajnd)  ECa+CMM-MO(-4)

Mediana (Tango) 45343 {e76:29-50035) T64ALTE0ATEAT) 8756 (66 0950) GIOL (EOBTE-EAAT) 124D I09TRAI509) 4LASTQOSTEATRAE  MMEET (2004210TE) 19010 (262 44400.15)

p—'llﬂﬂf (11541 oz LN Lo

Tabla 5. Resultados de la densidad mineral dsea (DMO) en unidades Hounsfield (UH)
(Prueba U de Mann-Whitney).
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Figura 53. Analisis por micro-CT. A: Puntuacion 0 (ausencia de formacion
Osea), después de la cirugia del grupo diabéticas + osteoporoticas (BCs/8
semanas). B: Puntuacion 1 (engrosamiento de la cortical a lo largo de la
sinfisis mandibular) en el grupo grupo osteoporoéticas (BCs/8 semanas).C:
Puntuacion 2 (union 6sea con aparentes grietas/fisuras) en el grupo diabéticas
(BCs + CMM-MO/8 semanas). D: Puntuacién 3 (unién 6sea con o sin rastro
de grietas/fisuras) obtenida en el grupo sanas (BCs + CMM-MO/8 semanas).
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4.1.2. Resultados de la regeneracion ésea empleando CMM-BAB

En todos los grupos de estudio (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas, grupo 3
osteopordticas y grupo 4 diabéticas-osteoporoticas), el analisis radiologico mediante
micro-CT muestra una mayor puntuacion en la union 6sea radioldgica obtenida mediante
el tratamiento de bioceramicas bifasicas y células madre mesenquimales derivadas de la
bola adiposa de Bichat (BCs + CMM-BAB) que en aquellos grupos tratados Gnicamente
con bioceramicas con diferencias estadisticamente significativas tanto para aquellos que
han sido evaluados tanto a las 4 semanas después de la cirugia (grupo 1 p=0.015, grupo
2 p=0.013, grupo 3 p=0.022 y grupo 4 p=0.013) como a las 8 semanas postoperatorias
(grupo 1 p=0.008; grupo 2 p=0.015; grupo 3 p=0.018 y grupo 4 p=0.015) (Tabla 6)
(Figura 54).

Igualmente, el mayor nivel en DMO se correspone a todos los grupos de estudio
que fueron intervenidos con BCs + CMM-BAB que en aquellos que fueron tratados con
BCs con diferencias estadisticamente significativas en los grupos evaluados a las 4
semanas (grupo 1 p=0.021, grupo 2 p=0.021, grupo 3 p=0.021 y grupo 4 p=0.021) y a las
8 semanas del tratamiento quirurgico (grupo 1 p=0.020, grupo 2 p=0.021, grupo 3
p=0.021 y grupo 4 p=0.021) (Tabla 7)

ESCALA UNION RADIOLOGICA ALAS 4 SEMANAS

Samas Diabeticas Osteoporoficas Diabeticas + Osteoporoticas
P -2
. BCs(n=4) BC:+CMM-BAB(n=4) BC:(s=d) BC:+CMM-BAB (n=4) BCs(s=4) BC:+* CAIM-BEAE (n=4) BC:(a=d) BCs+ CMM.BAB (=4}
n(04) n{%) o () n (%) n n (44) n (%4) n (%)
0 1025) o 2(50) om a(7) o) 4(100) om
1 (7 0m 250 0(m 1{25) 1(25) 0 2(50)
1 o) i L] 4(100) (D 375 0 2(50)
3 () 125 0 0 {0 00 0o o)
Mediana (ranzo) 1.00 (0.00-1.00) 2.00 (2.00-3.00) 0.50 (0.00-1.00) 2.00 (2.00-2.00) 0.00 (0.00-1.00) 2.00 (1.00-2.00) 0.00 (0.00-0.00) 150 {1.00-2.00)
pvalar 0.018 0.012 0.022 0013
Samas Diabeticas Osteoporoticas Diabeficas = Osteoporoficas
Funtuaciin
BCs(p=4) BC:+ CAMM-BAF (n=4) BCs(p=4) BC:+ CMAL.BAF [n=4) BCs (p=4) BC:* CAAL-EAR [n=4) BCi(a=4) BCz+ CMM-BAE (s=d)
n (04) B {%) o (%) n (%) o (%) o (45) o (04 (%)
o o) 0 125 am 1(50) 0 37 o0
1 4(100) 0 3 0w 2(50) 0o 1(25) o0
2 00 0 (m o) 1(25) 0{m 2 (30) 0 ()
3 () 4 (100) 4o 3(75) 0m 2(50) 0{m 128

Mediana (ranzo) 100 (1.00-100) 3.00 (3.00-3.00) 100 (0.00-100) 3.00 (200-3.000 050 (0.00-1.00) 2.50 (2.00-3.00)  0.00 (0.00-L.00) 2.00 (2.00-3.00)

p-valor 0.008 0.015 0.018 0015

Tabla 6. Resultados de la escala de union radioldgica (Prueba U de Mann-Whitney).
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Figura 54. Analisis por micro-CT (union 6sea radioldgica). A: Puntuacion 0
(formacién de nuevo hueso no apreciable), después de la intervencién en el
grupo osteoporéticas (BCs/4 semanas). B: Puntuacién 1 (engrosamiento
cortical a lo largo de la sinfisis mandibular) en el grupo sanas (BCs/4
semanas). C: Puntuacién 2 (unién 6sea con presencia de grietas/fisuras) en el
grupo osteoporoticas (BCs + CMM-BAB/8 semanas). D: Puntuacion 3 (union
Osea con o sin evidencia de grietas/fiuras) en el grupo sanas (BCs + CMM-
BAB/8 semanas).
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D300 A Lis 4 SEMANAS

Sanas Diabeticas Osteoporoticas Diabeticas + Outeoporoticas
Puntuacion

ECa(o-4) Eis = CMM-EAE {n—4) ECain-4) By + CMM-EAE (o4) ECi{m4) BCa+CMM-EAE (m-d) ECu(z4) BCa+CAMM-BAE (z-4)
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prvalar Lt [T [T [T

Sanas Disbericas Osteoporotica: Diabeticas + Osteoporoticas
Puntfuacion
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Tabla 7. Resultados de la densidad mineral 6sea (DMO) en unidades Hounsfield (UH)
(Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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4.1.3. Resultados radiologicos comparativos de la regeneracion 6sea empleando
CMM-MO y CMM-BAB

En todos los grupos de estudio analizados (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas,
grupo 3 osteoporoticas y grupo 4 diabéticas-osteoporoticas) se observa leve mejora en la
puntuacion de la regeneracion del defecto 6seo obtenida mediante micro-CT, sin
diferencias estadisticamente significativas, cuando son tratados con BCs + CM-BAB que
al intervenirlos con BCs + CMM-MO tanto a las 4 semanas de la cirugia (grupo 1
p=0.317, grupo 2 p=0.317, grupo 3 p=0.495 y grupo 4 p=0.495) como a las 8 semanas
(grupo 1 p=0.317, grupo 2 p=0.495, grupo 3 p=0.495 y grupo 4 p=0.317) (Tabla 8).

Los valores mas altos alcanzados en la escala de union radioldgica
correspondientes a una mayor DMO son logrados por aquellos grupos donde se implantd
en el defecto éseo BCs + CM-BAB, aunque sin haber diferencias estadisticamente
significativas, en todos los grupos analizados a las 4 semanas (grupo 1 p=0.386, grupo 2
p=0.157, grupo 3 p=0.248 y grupo 4 p=0.386) y a las 8 semanas después del tratamiento
quirdrgico (grupo 1 p=0.480, grupo 2 p=0.386, grupo 3 p=0.149 y grupo 4 p=0.724)
(Tabla 9).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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ESCALA DE UNION RADIOLOGICA ALAS 4 SEMANAS

. Sanas Diabeticas Osteoporoficas Diabeficas + Osteoporoticas
mm+mmmu=4} BCs+ CMM-BAB (=) BCs+CMM-MO (1=4) BC:+ CMMBAB (n=f) BCs+CMMMO (n={) BCs+ CMMBAB (1=4) BCs + CAM-MO (u=d) BC: + CMM-BAB
= u %) n (%) u ) u () n{%) n (%) (%) (%)

0 o o om 00 oy om 0 0

1 U] U] 1(25) 0 1(E) 12 3(T) 1(50)

1 4(100) 37 im 4(100) 1(50) 3(7) 1(15) 1(50)

3 0] 1(18) oo 0 0o 0 o u
Mediana {raugo) 200 (2.00-2.00) 200Q200309) 100 (L0D-200) 200200200 150(L00-200) 200000200 109(L00-200) 150 (L.00-2.00)
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! BC3+CVMMO (5=4) BCs+ CMM:BAB (1=4) BCs+CMMMO (u=4) BCi+CMMLBAB (n=f) BCs+CMM-MO (=) ECs+ CMM-BAB (u=f) BCs+CAMM-MO (5=4) BCs+CMMEBAB
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3 378 4100) 1{E0) im) 129 1(E0) 1o 119
Mediana {raugo) 3,00 (2.00-2.00) A00(200300)  150(2.003.00) 100200300 200 (2.00-200) 20200300 200(200-200) 200 200-2.00)
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Tabla 8. Comparacién entre los grupos de estudio de la escala de union 6sea radioldgica
(Prueba U de Mann-Whitney).

DMO ALAS 4 SEMANAS
Samas Diabaticas Onteoporoficas Disbeticas + Osteoporoticas
P =
BCs + CMM-MO (n=4) BC:+ CMM-BAB (n=4) BCs+CMM-MO (v={) BCs+ CMM-BAB (n=4) BCs+CMM-MO (n=4) BC:+CMMEBAB (v=d) BCs+ CMM-MO (p={) BCs + CAM-BAB
(=)

u (%) (%) u (%) u (%) n(%) u(*) n(%) (%)
Medines (range) 40324 (3629455 5T) 45033 (MLILA6L4E) 35619 (6STIG0) MG ESEOM0IEI 26605510353 MOIQILTLING) 20673 (BSSNSL 21418 (H117.008.43)
poralar 035 s 1248 13%

DMO ALAS 8 SEMANAS
Sanas Diabeticas Osteoporoticas Diabeficas + Osteoporoticas
P "

BCs+CAMMO (1=4) BCs+CMMBAB (n=4) BC:+CMMMO (1=4) BCs+CMMBAB(n=f) BCs+CMMMO (z=4) BC:+CMMBAB (=4) BCs+CMMAMO (=) BCs+ CMMEBAB
(n=4)
n (%) n () o (%) u (%) (%) o (%) n(%) (%)

Medisa (range) 76441 (TH01LT0L3T) TILIS(TETALTOONG)  €1931(FITE-E3145) 1615(AILIAIAY 41437 (AIS2842006) 4177(ALLATRNS 39033 (2SLLAA001S) 39024 (1SLIS41019)

pevalnr 0450 [ 0143 074

Tabla 9. Comparacion entre los grupos de estudio de la densidad mineral 6sea (DMO) en
unidades Hounsfield (UH) (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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4.2.  ANALISIS HISTOLOGICO (UNION OSEA HISTOLOGICA)
4.2.1. Resultados de la regeneracion 6sea empleando CMM-MO

El analisis histologico demuestra que la unién 6sea mayor puntuacion en todos los
grupos de estudio (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas, grupo 3 osteoporoéticas y grupo 4
diabéticas-osteoporoticas) tratados con BCs + CMM-MO en comparacion con aquellos
grupos tratados Unicamente con BCs con diferencias estadisticamente significativas tanto
a las 4 semanas de la intervencién quirargica (grupo 1 p=0.011, grupo 2 p=0.011, grupo
3 p=0.032 y grupo 4 p=0.032) y a las 8 semanas (grupo 1 p=0.011, grupo 2 p=0.013,
grupo 3 p=0.015 y grupo 4 p=0.013) (Tabla 10) (Figura 55).

Sanas Diabeticaz Outeoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas

F cion

BCs (n=4) BCs + CAIMEMO (=4) BCs (n=4) BCs + CAMDMEMO (2=4) BCs (p=4) BCs+CMM-MO (n=4) BCs (p=4) BCs+CADIMO (n=4)

n (%) 1 (%) (%) n (%) 1(%) n (%) 1 (%) u (3)
i B () o) ) o) 2(50) 10 3(7) b )
1 4 (100) o (0) 3(7) o (0) 1¢50) 1325) 1(25) 2(s0)
2 () (%) o () 4(100) b ) 3(7) o (o) 2(50)
3 () 1025 o () o (0) b ) (D) o (o) 0 (D)
Medians (rango) 1.00 (100-1.00) 2.00 (2.00-3.00)  1.00 (0.00-1.00) 2.00 (2.00-2.00) 0.50 {0.00-1.00) 2.00 (1.00-2.00)  0.00 (0.00-1.00) 1.50 {1.00-2.04)
p-valor 0.011 0011 .03z 0.032
Sanas Diabeticas Outeoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas
Puntuacion
T BCs (n=4) BCs + CMAEMO {n=4) BCs (p=4) BCs + CAMM-MO (n=4) BCs (n=4) BC:+ CAMM-MO (n=4) BCs (n=4) BCs+ CAMEMO (n=4)
n (%) n (%) n (35) n (% n (86 u (3) u (%) n (%
0 () o) (D) o) 1029 0 2 (50) 0()
1 (%) 0@ 4(100) o) 3(7) oM 2(50) 0(0)
2 1028 0 (@) 0 (0) 2(50) 0@ 37 0@ 4(100)
3 00 4(100) 0 2 (50) [T 125 [T 000

Mediana (rango) 100 (LOG-2.00) 3.00 (3.00-3.00) 100 (LO0-1.00) 2.50 (2.00-3.00)  1L.00 (0.00-L.00) 2.00 (2.00-3.00) 050 (0.00-1.04) 2.00 (2.00-2.00)

-valar 0.011 0.013 LR UL B3

Tabla 10. Resultados de la escala de unién histolégica (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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Figura 55. Andlisis histol6gico. A: Puntuacién 0 (union fibrosa con rastro de
nuevo cartilago/formacion 6sea), tras la cirugia en el grupo diabéticas +
osteoporoticas (BCs/8 semanas) se puede apreciar union fibrosa con presencia
de vasos sanguineos. B: Puntuacion 1 (unién fibrosa con algin nuevo
cartilago/areas de hueso) en el grupo osteoporéticas (BCs/8 semanas)
obsérvese union fibrosa con &reas osteogénicas (flechas). C: Puntuacion 2
(unidn 6sea con areas cartilaginosas) en el grupo diabéticas (BCs + CMM-
MO/8 semanas) notese presencia de areas fibroticas en zonas de formacion de
nuevo hueso sefialadas por asterisco. D: Puntuacion 3 (union 6sea completa
sin areas cartilaginosas) en el grupo sanas (BCs + CMM-MO/8 semanas).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis
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4.2.2. Resultados de la regeneracion ésea empleando CMM-BAB

El analisis histologico demuestra que la unién 6sea mayor puntuacion en todos los
grupos de estudio (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas, grupo 3 osteoporoticas y grupo 4
diabéticas-osteopordticas) tratados con BCs + CMM-BAB en comparacion con aquellos
grupos tratados Unicamente con BCs con diferencias estadisticamente significativas tanto
a las 4 semanas de la intervencién quirargica (grupo 1 p=0.013, grupo 2 p=0.015, grupo
3 p=0.013 y grupo 4 p=0.022) y a las 8 semanas (grupo 1 p=0.011, grupo 2 p=0.011,
grupo 3 p=0.017 y grupo 4 p=0.017) (Tabla 11) (Figura 56).

ESCALA DE UNION HISTOLOGICA ALAS 4 SEMANAS

Sanaz Diabeticaz Oisteoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas
P -
. BCs(p=4) BCi+ CAIM-BAB [n=4)) BC:(p=f) BC:+*CAIM-EAB(n=4) BCs(p=4) BCi+ CMAI-BAB (n=4) BCx(p=4) BCs+CMM-BAB (w=4)
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p-valor 0.013 nos 0.013 0022

Sanas Diabeticas Osteoporaticas Diabeticas + Osteoporoticas
Puntuacion
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Tabla 11. Resultados de la escala de union histoldgica (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis

130



Resultados

Figura 56. Andlisis histolégico. A: Puntuacion O (union fibrosa con rastro de
nuevo cartilago/formacion 6sea), tras la cirugia en el grupo osteopordticas
(BCs/4 semanas) se puede valorar union fibrosa con presencia de vasos
sanguineos. B: Puntuacion 1 (unién fibrosa con algin nuevo cartilago/areas
de hueso) en el grupo osteoporéticas (BCs/8 semanas) obsérvese unién
fibrosa con ciertas areas osteogénicas (flechas). C: Puntuacién 2 (union dsea
con é&reas cartilaginosas) en el grupo osteoporéticas (BCs + CMM-BAB/8
semanas) nétese presencia de areas fibrdticas en zonas de formacién de nuevo
hueso sefialadas por asterisco. D: Puntuacién 3 (union 6sea completa sin areas
cartilaginosas) en el grupo sanas (BCs + CMM-BAB/8 semanas).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis
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4.2.3. Resultados histologicos comparativos de la regeneracion ésea empleando
CMM-MO y CMM-BAB

En todos los grupos de estudio analizados (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas,
grupo 3 osteoporoticas y grupo 4 diabéticas-osteoporoticas) se observa leve mejora en la
puntuacion de la regeneracion del defecto déseo obtenida mediante tincion con
hematoxilina-eosina y azul de toluidina, pero sin diferencias estadisticamente
significativas, cuando son tratados con BCs + CM-BAB que al ser intervenidos con BCs
+ CMM-MO tanto a las 4 semanas de la cirugia (grupo 1 p=0.495, grupo 2 p=0.317, grupo
3 p=0.317 y grupo 4 p=0.495) como a las 8 semanas (grupo 1 p=1.000, grupo 2 p=0.495,
grupo 3 p=0.495 y grupo 4 p=0.317) (Tabla 12).

ESCALA DE UNION HISTOLOGICA ALAS 4 SFMANAS

) Sangs Diabeticas Osteoporoticss Diabeficas + Osteoporoticas
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Tabla 12. Comparacion de la escala de union histolégica entre BC + CMM-MO y BC +
CMM-BAB (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis

132



Resultados

4.3.  ANALISIS INMUOHISTOQUIMICO

4.3.1. Expresion de FCEV

Finalmente, la expresion de FCEV se observo en areas de osificacion en células
mesenquimatosas pobremente diferenciadas con morfologia fusiforme o estrellada,
citoplasma ampuloso y nicleo eucromatico. En areas donde aparece tejido 6seo bien
diferenciado se observo en células fusiformes localizadas en el periostio y en menor
medida en algunos osteoblastos. Ocasionalmente, también se observa en los vasos

sanguineos de los conductos de Havers.
4.3.1.1. Resultados de la regeneracién ésea empleando CMM-MO

Este andlisis muestra una gran positividad en todos los grupos de estudio cuyos
defectos 6seos fueron tratados con BCs + CMM-MO en comparacion con los defectos
donde se implantaron BCs solas con diferencias estadisticamente significativas a las 4
semanas de la cirugia en los grupos 3 y 4 (p=0.032 en ambos) y a las 8 semanas en los
grupos 2, 3y 4 (p=0.013, p=0.013, and p=0.025 respectivamente) (Tabla 13) (Figura 57).

EXPRESION DE FCVE A LAS 4 SEMANAS

. Sanaz Diabaticas Osteoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas
Funtcon ECs (p=4) BC:s + CAM-MO (n=4) BCs (8=4) BCs + CAMM-MO (n=4) BCs (p=4) BCs+CAM-MO (1=4) BCs (1=f) BCs <+ CAM-MO {n=4)
u (%) n (%) (%) n (¥) n%) n (%) n (%) u (%)
L 01 a0 1(25) U] 1(E0 Ll 3(78) 0
1 o) (0 2(50) 1025 2(50) 1028) 1025 2 (50)
2 4100) 2(50) 1025 3(75) 0(0) 3(7) o) 2 (50)
3 o 2(50) 0@ 0 om iy 0 (W

Mediana {rango) 200 (200-2.00) 250 (200-3.00) 100 (0.00-2.00) 200 (L00-200)  0.50(0.00-L00) 2.00(L00-200)  0.00 (0.00-100) 150 (1.00-2.00)

pvalar 0127 0155 0.032 o3z
Sanas Diabeticas Osteoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas
Funtuacidn
EC: (n=4) ECs+CAMMO {n=4f) BCs (=4) BCs + CMM-MO (n=f) BCs (n=4) ECs+CMMMO (p=4) BCs n=f) BECs+ CMMMO (a=4)

n (%) n (%) n (%) n (%) o (%) o (4 n (%) n (%)
0 () U] 00y () 125 00 2(50) o
1 (1) () TiE0) (D) 150 ) 1(25) 0
2 1(25) () {EM (0 125 0 1(25) 125
3 3(75) 4(100) 0{0) 4(100) 00 4(100) 00 (75

Mediana (range)  3.00 (2.00-3.00) 300 (3.00-3.00) 150 (LO0-200) 3.00(3.00-300) 100 (D.00-2.00) 3.00(3.00-300) .50 (0.00-2.00) 3.00 (2.00-3.00)

pvalor 0317 0.013 0013 nozs

Tabla 13. Resultados de la expresion de FCEV (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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Figura 57. Expresion de FCEV en células mesenquimales (flechas) o
condrocitos (cabeza de flecha). A: Puntuacion 0 (negativo) después de la
cirugia en el grupo diabéticas + osteoporéticas (BCs/8 semanas). B:
Puntuacion 1 (leve) en el grupo grupo diabéticas + osteoporoticas (BCs/8
semanas). C: Puntuacion 2 (moderada) en grupo osteoporéticas (BCs/8
semanas). D: Puntuacion 3 (relevante) en el grupo osteopordticas (BCs +
CMM-MO/8 semanas).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis
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4.3.1.2. Resultados de la regeneracion ésea empleando CMM-BAB

Este andlisis muestra una elevada positividad en todos los grupos de estudios cuando los
defectos 6seos de tamafio critico se tratan con BCs + CMM-BAB en comparacion con aquellos
grupos intervenidos Unicamente con BCs con diferencias estadisticamente significativas a las 4
semanas del tratamiento diferencias estadisticamente significativas (grupo 1 p=0.040, grupo 2
p=0.046, grupo 3 p=0.013 y grupo 4 p=0.022) y a las 8 semanas en los grupos 2, 3y 4
(grupo 2 p=0.013, grupo 3 p=0.013, grupo 4 p=0.025) (Tabla 14) (Figura 58).

EXFPRESION FCEV ALAS 4 SEMANAS

Samas Diabeticaz Osteoporoticas Diabeticas + O:teoporoticas
Puntuacion
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Tabla 14. Resultados de la expresion de FCEV (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
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Figura 58. Expresion de FCEV en células mesenquimales (flechas) o
condrocitos (cabeza de flecha). A: Puntuacion 0 (negativo) después de la
cirugia en el grupo osteoporoéticas (BCs/4 semanas). B: Puntuacion 1 (leve)
en el grupo grupo osteopordticas (BCs/8 semanas). C: Puntuacion 2
(moderada) en grupo osteoporéticas (BCs/8 semanas). D: Puntuacion 3
(relevante) en el grupo osteoporoticas (BCs + CMM-BAB/8 semanas).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis
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4.3.1.3. Resultados comparativos de la regeneracion 6sea empleando CMM-MO y
CMM-BAB

En todos los grupos de estudio analizados (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas,
grupo 3 osteoporoticas y grupo 4 diabéticas-osteoporoticas) se observa leve mejora en la
puntuacién de la regeneracion del defecto 6seo interpretada mediante la expresion de
FCEV, aunque sin haber diferencias estadisticamente significativas, cuando son tratados
con BCs + CM-BAB que al intervenirlos con BCs + CMM-MO a las 4 semanas del
tratamiento quirdrgico (grupo 1 p=0.495, grupo 2 p=0.317, grupo 3 p=0.317 y grupo 4
p=0.495). Del mismo modo sucede con lo valores obtenidos a las 8 semanas de haber
realizado la cirugia, puesto que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de regeneracion 6sea; todos los grupos obtuvieron la misma
puntuacion independientemente si se emplearon CMM-MO o CMM-BAB conjuntamente
a las BCs (Tabla 15).

EXPRESION DE FCVE ALAS 4 SEMANAS

i Sanas Diabeticss Osteopuraticas Diabeticas + Osteoporoticss
mncnc\,m-muq; BCs+ CMM-BAB (1=4) BCs+ CMMEMO (n=4) BCs+ CMM-BAB (n={) BCs+CMM-MO (n=4) BC:+CMM-BAB (n={) BCs + CNMEMO (n=4) BCs + CMMVEBAB (n=4)
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pvaler 049 017 0317 0405
) Sonss Disbéias Outeoprstias Disbetics + Cteoporoficas
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povelar 100 1000 1000 1000

Tabla 15. Comparacion de la expresion de FCEV entre CMM-MO y CMM-BAB (Prueba U
de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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4.3.2. Expresion de BMP-2
4.3.2.1. Resultados de la regeneracion 6sea empleando CMM-MO

La expresion de BMP-2 se produce en las células ubicadas en la matriz dsea
(osteocitos/osteoblastos) y es especialmente evidente su presencia en la matriz 6sea que
se encuentra alrededor de estas células. Este andlisis muestra una alta puntuacién en la
positividad de su expresion en todos los grupos (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas, grupo
3 osteopordticas y grupo 4 diabéticas-osteopordticas) cuando los defectos 6seos son
operados con BCs + CMM-MO en comparacion con aquellos que fueron tratados
Gnicamente con BCs.con diferencias estadisticamente significativas en los grupos 2, 3 'y
4 a las 4 semanas (p=0.096, p=0.040 y p=0.040 respectivamente) y a las 8 semanas
(p=0.040, p=0.011 y p=0.032 respectivamente) (Tabla 16) (Figura 59).

EXFEESION DE EMP-T A 1LAS 4 SEMANAS

B Sangs Disbéticas Dsteoparaticas Diabticas + Osteoporaticas
FrAcE BC: (n=4) BCs+ CAIMMO (u=4) BC;(n:d}leHﬂm MO (z=4) nc;{m) ECs + CMM-MO (1=4) ncscn=4} ECs + CAM-MO (=)
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8 am) b () 109 b 250) o) 307 0@
1 205 109 19 2(50) 2(50) 38 109 1q00)
2 T(Em (78 b0 2{Mm (3(1] 125 0] {0
3 0K o bm o b 00 L] 0 ()
Mediana frango) 150 (L00-100) 200 (LOG-Z00) 100 (000-100) LS0(LOD-Z00)  0.50(0.00-L00) 100 (LOD-E00)  0.00(D.00-LOD) 1.00 (L0S-100)
pvalor 0495 1.006 0.096 1.0
B Samas Disbéticas = Ontzopardficas Tiabéticas + Dsteaperdticas
FrmAcEn BCs (a=t) BCs-+CMU-MO (1=0) BCs 0= BCs + CADEMO fo=0) BCs (1= BCs~CMMEMO (1=4) BCs (1= BCs+ CVBEMO 1=y
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8 o) B o) b o 19 0 2(50) om
1 o) o 19 om 19 o 2(50) 109
2 4101 3(75) 125} 4{100) b 4 (100 0l (75
3 am) 108 b () b o[ o) b 0@

Mediana {ransg) 200 (2.00-2.00) 2.00 (L00-300) 100 (L00-200) 200 (L00-2.00)  LOG(0.00-100) 2.00 (L00-200) 0.50 (0.00-100) .00 (1.00-2.00)
pvalor 0.317 0.040 0011 0.082

Tabla 16. Resultados de la expresion de BMP-2 (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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Figura 59. Expresion de BMP-2 en la matriz 6sea que rodea las células
osteoblasticas (flechas). A: Puntuacion 0 (negativo), tras la cirugia en el grupo
diabéticas + osteoporoéticas (BCs/8 semanas). B: Puntuacion 1 (leve) en grupo
diabéticas + osteopordticas (BCs/8 semanas). C: Puntuacion 2 (moderado) en
grupo osteoporoticas (BCs + CMM-MO/8 semanas). D: Puntuacion 3
(relevante) en grupo sanas (BCs + CMM-MO/8 semanas).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis

mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis
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4.3.2.2. Resultados de la regeneracion ésea empleando CMM-BAB

El analisis la expresion de BMP-2 muestra una alta positividad en los grupos 2,
3y 4 cuando las lesiones dseas eran tratadas con BCs + CMM-BAB en comparacion con
aquellos que unicamente son intervenidos con BCs tanto a las 4 semanas del tratamiento
con diferencias estadisticamente significativas (p=0.040, p=0.061 y p=0.040
respectivamente) como a las 8 semanas (p=0.040, p=0.015 y p=0.013 respectivamente)
(Table 17) (Figura 60).

EXFRESION DE BMP-2 A LAS 4 SEMANAS

Sanas Disbeficas Orteoporoticas Diabeticas + Osteoporoticas
Puntuacion
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p-valor 0127 0.040 0.015 0.013

Tabla 17. Resultados de la expresion de BMP-2 (Prueba U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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Figura 60. Expresion de BMP-2 en la matriz dsea que rodea las células
osteoblasticas (flechas). A: Puntuacion 0 (negativo), tras la cirugia en el grupo
osteopordticas (BCs/4 semanas). B: Puntuacion 1 (leve) en grupo
osteopordticas (BCs/8 semanas). C: Puntuacion 2 (moderado) en grupo sanas
(BCs + CMM-BAB/8 semanas). D: Puntuacion 3 (relevante) en grupo
osteoporéticas (BCs + CMM-BAB/8 semanas).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion 6sea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis
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4.3.2.3. Resultados comparativos de la regeneracion 6sea empleando CMM-MO y
CMM-BAB

En todos los grupos de estudio analizados (grupo 1 sanas, grupo 2 diabéticas,

grupo 3 osteoporoticas y grupo 4 diabéticas-osteopordticas) se observa cierta mejora en

la puntuacion de la regeneracion del defecto 6seo interpretada mediante la expresion de

BMP-2, pero sin diferencias estadisticamente significativas, cuando son tratados con BCs

+ CM-BAB que al intervenirlos con BCs + CMM-MO a las 4 semanas del tratamiento

quirargico (grupo 1 p=0.317, grupo 2 p=0.495, grupo 3 p=0.495 y grupo 4 p=0.317) al

igual que a las 8 semanas del mismo (grupo 1 p=0.495, grupo 2 p=0.317, grupo 3 p=0.317
y grupo 4 p=0.317) (Tabla 18).
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Tabla 18. Comparacion de la expresion de BMP-2 entre CMM-MO y CMM-BAB (Prueba
U de Mann-Whitney).

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
de la bola adiposa de Bichat) en materiales bioceramicos para la regeneracion dsea de la sinfisis
mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporéticas y diabéticas con osteoporosis
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5. DISCUSION

En la actualidad, uno de los principales retos en el area de la cirugia ortopédica
maxilofacial es la regeneracion de defectos 6seos tridimensionales con pérdida de una
gran parte del volumen total de cualquiera de los maxilares, ya que en estos casos es
imposible la restauracién funcional y estética en pacientes con ausencias dentales
parciales o totales sin un correcto tratamiento previo de regeneracion o sustitucion ésea
(Buurman DJM y cols., 2020; Song Z y cols., 2015; Streckbein P y cols., 2019). En este
sentido, resulta imprescindible realizar estudios preclinicos con animales de
experimentacion donde se generan estos DOTC consecuencia de deformidades
congeénitas, traumatismos o cirugia ablativa en cancer, para posteriormente comprobar la
eficacia de diferentes técnicas de ingenieria tisular 6sea, como alternativa al tratamiento
convencional con injertos 6seos (Buurman DJM y cols., 2020; Song Z y cols., 2015) Cabe
destacar que estos defectos se definen como aquellos con la minima longitud a partir de
la cual no pueden cicatrizar espontdneamente dando como resultado tejido conectivo
fibroso en lugar de tejido 6seo cuando no se realiza ningun tratamiento sobre ellos
(Gosain AK y cols., 2000).

El modelo animal debe ser cuidadosamente seleccionado para obtener unos
resultados preclinicos lo més proximos a la realidad en la especie humana con similares
caracteristicas anatomicas, fisioldgicas, y fisiopatoldgicas (Gothard D y cols., 2014). En
la revision de la literatura publicada por O’Louglin y cols (O’Louglin PF y cols., 2008)
resaltaron que en estudios de regeneracion dsea existia una mayor preferencia de los
investigadores por las ratas (38% de los estudios), seguido por los conejos (19%), ratones
(15%), ovejas (11%), perros (9%), cabras (4%), y el 4% restante estaba compuesto por
una amplia seleccion de especies animales usadas con menor frecuencia. La posible
explicacion para el uso predilecto por ratas como modelo de regeneracion 0sea es su alta
biodisponibilidad, bajo coste, manejo sencillo en el laboratorio, baja tasa de rechazo del
biomaterial implantado asi como una composicion quimica asimilar al hueso humano
(Pinheiro FA 'y cols., 2014).

En lo referente a la localizacion anatdmica del mismo teniendo en cuenta que el
hueso donde se realice el defecto tenga las condiciones de carga masticatoria que tienen

los maxilares; un factor primordial en el &rea maxilofacial al necesitar un tamafio

Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
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suficiente para no cicatrizar espontdneamente, numerosas investigaciones en
regeneracion Osea maxilar han usado areas extraorales para crear los DOTCs; en
particular, la calota y el fémur; sin embargo estas ubicaciones 0seas no tienen las
condiciones de carga masticatoria que tienen los maxilares (Barbirato DDS y cols., 2018;
Ezirganl1 S y cols., 2014; Oliveira GR y cols., 2019; Zhang Q y cols., 2018).

Ademas, cualquier intervencién quirurgica realizada en los huesos maxilares para
la creacion de un DOTC, supone un proceso inherente al hueso de reparacién 6sea, lo que
puede afectar a la interpretacion de los resultados de los diferentes tratamientos que
estamos estudiando (Yagyuu T y cols.,, 2015). En este sentido, al provocar
quirargicamente un DOTC se produce una reaccion inflamatoria donde moléculas
proinflamatorias como las IL-1, IL-6, IL-11, IL-18, y el TNF-a reclutan células del
sistema inmune hacia el foco inflamatorio promoviendo la angiogénesis, a través de la
estimulacion de la produccién de FCEV por parte de los osteoblastos (Marsell R y cols.,
2011). En este proceso inflamatorio inicial donde se produce una hemorragia por la lesion
ocasionada al generar el DOTC, ademas de las células procedentes de la sangre periférica
van a participar células de la médula dsea entre las que se encuentran células madre que
se diferenciaran hacia células osteogénicas. Por lo que, tras un estadio inflamatorio inicial,
se formara un hueso inmaduro que finalmente dara lugar a hueso maduro (Gerstenfeld
LC y cols., 2003). Sin embargo, el presente estudio elimind la accion del proceso de
regeneracion inherente al crear un DOTC experimental iatrogénico, ya que podria alterar
cualquier analisis del biomaterial bajo investigacion. De este modo, no se ha creado un
defecto 6seo pero hemos tomado ventaja del hecho que la sinfisis mandibular presenta
una solucion de continuidad en la sinfisis mandibular puesto que presenta tejido conectivo
fibrosos que se interpone entre la hemimandibula derecha e izquierda. Asi, este hecho
particular hace que la sinfisis mandibular de la rata sea considerada como un defecto dseo
natural que ha sido utilizada por varios investigadores como un modelo de no union dsea
congénita en los ensayos de regeneracion 6sea. Aplicando este principio, en el afio 2015
Yagyuu y cols (Yagyuu T y cols., 2015) acudieron a este DOTC inhato para la evaluacion
de la terapia celular comparando dos tipos de tratamiento para la regeneracion Gsea de
este DOTC: B-TCP sélo o B-TCP en combinacion con CMM-MO. En el afio 2016
Ueyama y cols (Ueyama T y cols., 2016) usaron este mismo modelo para comparar la
capacidad regenerativa de la matriz celular osteogénica en defectos sin tratar. Finalmente,

en 2020 Camacho-Alonso y cols (Camacho-Alonso F y cols., 2020) escogieron este
Uso de la terapia celular (células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
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modelo natural de DOTC para comparar la formacion de hueso mediante el tratamiento

con HA sola o HA asociada a simvastatina.

Por otra parte, en el desarrollo de la ITO como tratamiento de estos DOTCs es
importante la eleccién de la matriz sintética tridimensional para el cultivo de las CMM-
MO. Este componente juega un papel fundamental en la adhesidn, proliferacion, y muerte
celular (Shang F y cols., 2014). Ademas, ejercen una importante funcion en proporcionar
un soporte mecanico que permita la maxima union de CMM-MO, asi como el deposito
de la matriz 6sea mineralizada posibilitando el suministro de nutrientes y oxigeno a las
células (Rao RR y cols., 2013). Con el objetivo de lograr con éxito la osteoinduccion a
través de la ITO y lograr la regeneracion de los DOTCs en los huesos maxilares, en las
ultimas décadas se han estudiado numerosos biomateriales usados como matrices. Las
matrices empleadas en ITO se dividen en polimeros naturales y sintéticos, materiales
inorgénicos que contienen porporciones variables de Ca/P y materiales compuestos (Ge
Z y cols., 2008). Aunque, los polimeros tanto naturales como sintéticos son
biorreabsorbibles, ellos presentan como principal desventaja que sus productos de
degradacion pueden provocar una reaccion indeseada en el cuerpo humano (Burg KJ y
cols., 2000). Por esta razon, se utilizan con mas frecuencia las matrices basadas en
materiales inorganicos que contienen Ca/P, principalmente, los compuestos por 60% de
HA y 40% de B-TCP; ya que, en estas BCs la presencia de HA retrasa la reabsorcion de
B-TCP, favoreciendo que la matriz se reabsorba mas lentamente coincidiendo con el
crecimiento tisular (Bansal R y cols., 2014). En nuestro estudio hemos usado una
bioceramica (BC) bifésica porosa esterilizada compuesta por 60% de HA y un 40% de -
TCP con una granulometria desde los 180 a los 250 um. En estas BCs bifasicas la
presencia de HA retrasa la reabsorcion del B-TCP manteniendo el volumen
tridimensional, sin afectar a sus propiedades osteoconductoras (Bansal R y cols., 2014).
De este modo, la HA y el B-TCP pueden liberar activamente iones de Ca y P influyendo
en la concentracioén ionica local, con el fin de proporcionar el medio adecuado para el
depdsito de calcio en la matriz, y asi favorecer su posterior remodelacion (Yang W' y
cols., 2014). La principal caracteristica de estas BCs bifasicas es su capacidad para formar
una union directa y fuerte con el hueso hospedador, dando lugar a una sélida fase

comparando con otros biomateriales que crean una fase fibrosa (Bansal R y cols., 2014).
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El siguiente paso tras la seleccion de la matriz adecuada consiste en la eleccion de
una fuente confiable de células que permita su aislamiento y propagacion. Las CMMs son
usadas como una alternativa viable para la regeneracion de numerosos tejidos. Estas
células son pluripotenciales y pueden, bajo determinadas condiciones, diferenciarse hacia
diferentes linajes celulares como hueso, estructuras nerviosas, cartilago, grasa, piel,
tendon, y musculo (Caplan y Bruder, 2001). Las fuentes mas comunes para la obtencién

de CMMs son la médula 6sea y el tejido adiposo.

En este sentido, pensamos que la BAB puede ser una rica fuente de CMM-A con
un importante futuro en los tratamientos de DOTCs en el &rea maxilofacial usando
técnicas de 1TO mediante las construcciones de matrices de bioceramicas bifasicas con
CMM-A de la BAB como células osteoprogenitoras lo cual requerird una minima incision
intraoral sélo con anestesia local originando asi, una minima morbilidad en el sitio

donante (Farré-Guasch E y cols., 2010).

Este estudio proporciona una clara evidencia en todos los grupos (sanas,
diabéticas, osteoporoticas y diabéticas-osteoporoticas) que los DOTCs tratados con BC +
CMM-MO y con BC + CMM-A de la BAB muestran una gran union 0sea tanto
radiol6gicamente demostrado mediante la densidad mineral 6sea como histoldgica a
través de las tinciones con Hem-Eos y azul de toluidina y una mayor positividad en FCEV
y BMP-2, en comparacién con aquellos DOTCs tratados tnicamente con BC (alas4y 8
semanas). En cuanto al procedimiento terapéutico consistente en la implantacion de BC
+ CMM-MO, cabe destacar que hasta la fecha, s6lo ha sido publicado un articulo
cientifico en el que compararon dos tipos de tratamiento (B-TCP sélo o B-TCP con CMM-
MO) para la regeneracion 6sea de DOTCs usando el mismo modelo de DOTC en la
sinfisis mandibular de rata. En este articulo publicado por Yagyuu y cols. (Yagyuu T y
cols, 2015) en el afio 2015; usaron un total de 60 ratas hembras Fisher 344 sanas que
fueron aleatorizadas en dos grupos de tratamiento (n=30 por grupo): grupo 1 con -TCP
y grupo 2 con B-TCP + CMM-MOs. Sus resultados son muy similares a los obtenidos en
nuestro estudio en el grupo 1 (ratas sanas) debido a que también observaron que en su
unico momento de estudio (8 semanas desde el tratamiento quirurgico), las ratas cuyos
DOTCs habian sido tratados con -TCP + CMM-MO muestran una mayor union osea
radiologica e histolégica en comparacion con DOTCs tratados con 3-TCP sélo. En el afio
2016 Ueyama y cols (Ueyama T y cols., 2016) usaron este modelo para analizar la
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capacidad regenerativa de las CMM-MO sin el andamiaje de las matrices en comparacién
con los DOTCs sin tratar. Un total de 40 ratas Fisher 344 hembras sanas fueron
aleatorizadas en dos grupos: grupo 1 CMM-MO (n=30) y grupo 2 sin tratamiento (n=10).
Los resultados arrojados indicaron que en sus tres momentos de estudios (2, 4 y 8 semanas
postoperatorias), las ratas cuyos DOTCs habian sido tratados con CMM-MO mostraron
una mayor unién osea radiologica e histologica. De hecho, a las dos semanas después de
la implantacion, las imagenes de micro-CT y las secciones histologicas demostraron
cierto tejido de calcificacion granular dentro del espacio 6seo que conforma la sinfisis
mandibular al legrar el tejido fibroso. A las 4 semanas, el tejido de calcificacion se
extendio en el espacio de la sinfisis mandibular. A las 8 semanas, este nuevo tejido 6seo
en expansion estaba maduro. De este modo, el grupo experimental 1 (CMM-MO) mostro
abundante tejido 6seo nuevo pero no asi en el grupo 2. Igualmente, el modelo animal de
ratas sanas ha sido utilizado en diferentes estudios con abordaje extraoral para la creacion
de los DOTCs. Asi, en el afio 2013 Reddy y cols (Reddy S y cols., 2013) realizaron un
estudio piloto sobre 12 ratas sanas Wistar hembras en las que crearon un DOTCs en su
fémur aleatorizdndolas en tres grupos de tratamiento: grupo 1 BC bifésica de HA + B-
TCP con CMM-MO (n=3), grupo 2 BC bifésica (n=3), y grupo sin tratamiento (n=1). A
los 3 meses después de la cirugia, los animales pertenecientes al grupo 1 mostraron una
mayor regeneracion 6sea del DOTCs que el resto de grupos. Del mismo modo, en el afio
2020 Paré y cols (Paré Ay cols., 2020) crearon DOTCs de 5.5 mm de diametro en la
calota de 24 ratas sanas Lewis y posteriormente fueron tratados con discos impresos en
3-D de BC bifésica (HA + B-TCP) sola o combinados con CMM-MO. A las 7 semanas
de la cirugia, los animales tratados con BC bifasica + CMM-MO mostraron en las
imagenes de micro-CT un mayor volumen de hueso neoformado asi como mayor
formacion histolégica de hueso y vascularizacion del mismo mediante el andlisis

inmunohistoquimico de CD31.

Hasta la fecha, el uso de la ITO mediante la construccion de BC con CMM-BAB
para la regeneracion de sujetos sanos, osteopordticos o diabéticos permanecen

desconocidos.

En este sentido, la posibilidad de obtener CMM-A de la BAB con caracteristicas
similares a las CMM-A del tejido adiposo subuctaneo (CMM-SC), ha sido demostrado
en varios estudios in vitro, tanto con el uso de células animales (Niada S y cols., 2013)
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como humanas (Broccaioli E y cols., 2013). En el afio 2013, Niada y cols (Niada Sy cols.,
2013) aislaron CMM-A del tejido adiposo subcutaneo interescapular y de la BAB de seis
cerdos y concluyeron que las bolas adiposas de Bichat contenian células progenitoras con
caracteristicas mesenquimales y que se osteodiferenciaban positivamente con soporte
sintético por lo que sugirieron que las CMM-BAB porcinas podrian ser utilizadas en la
regeneracion de defectos dseos maxilofaciales. En el mismo afio, Broccaioli y cols
(Broccaioli E y cols., 2013) compararon las caracteristicas de las CMM-BAB con las
CMM-SC. Ambas fuentes celulares mostraron una importante capacidad proliferativa y
el tipico inmunofenotipo de célula madre mesenquimal. Ademas, cuando estas células
eran propiamente inducidas, los marcadores de diferenciacién osteogénicos Yy
adipogenicos tales como la actividad de la fosfatasa alcalina, la deposicidn de colageno y
la formacion de vacuolas lipidicas fueron observados de manera temprana. Igualmente,
se analizo el crecimiento tanto de CMM-SC como de CMM-BAB en plasma humano y
su adhesion a matrices naturales y sintéticas. Ambas lineas celulares de diferentes fuentes
mostraron una rapida adaptacion al plasma humano autélogo o heter6logo, aumentando
la tasa de proliferacion en comparacion con las condiciones de cultivo estandares y ambas
lineas celulares se adhirieron al hueso, ligamento periodontal, membrana colagena y
filamentos de sutura de acido poliglicélico (presentes en la cavidad oral al ser
ampliamente usados en cirugia oral). Asi, los autores concluyeron que las BAB contienen
CMM-A con caracteristicas de células madre que pueden diferenciarse y adherisirse a
soportes bioldgicos y materiales sintéticos. Por estas razones, los investigadores
propusieron las CMM-BAB para el uso en la ITO. Del mismo modo, Farré-Guasch y cols
(Farré-Guasch Ey cols., 2010) en el afio 2010 analizaron la fraccion vascular estromal
(FVE) obtenida del tejido adiposo derivado de la BAB humana para detectar y cuantificar
el porcentaje de CMM-A en este tejido. Los resultados demostraron que la BAB contenia
una poblacion de CMM-A con un fenotipo similar a las CMM-SC y que, igualmente,
podian diferenciarse en un linaje condrogénico, adipogénico y osteogénico. De este
modo, los autores definieron la BAB como una fuente nueva, accesible y rica en CMM-

A para los procedimientos de la ITO en el area maxilofacial.

En relacién, a los buenos resultados in vivo obtenidos en nuestro estudio al usar
una BC compuesta por 60% HA/40% B-TCP como matriz para el cultivo de CMM-BAB,

recientemente han sido publicado dos estudios in vitro, donde se investiga la proliferacion
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y diferenciacion osteogénica de CMM-BAB cultivadas en HA (Hosseini FS y cols., 2019)
0 combinado con otros adyuvantes (Mahdavi R y cols., 2020). En el afio 2019, Hosseini
y cols (Hosseini FS y cols., 2019) compararon el potencial de diferenciacion osteogénica
al cultivar sobre una matriz de electrohilado de policaprolactona (PCL) revestido por HA
tres células madre humanas diferentes: CMM-BAB, CMM-MO vy células madre
somaticas. La proliferacion y diferenciacion osteogénica de las CMM fueron investigadas
mediante ensayos MTT, tincion con rojo Alizarin, actividad de la fosfatasa alcalina,
contenido en calcio y estudios de expresion génica. De acuerdo a los resultados obtenidos
y debido a su disponibilidad, facilicidad de obtencién y menor morbilidad para el
paciente, los autores concluyeron que las CMM-BAB son una mejor opcion que las
CMM-MO vy las células madre somaticas para su uso en la ITO. En el afio 2020, Mahdavi
y cols (Mahdavi R y cols., 2020) fabricaron una nueva matriz de gelatina sobre la cual
cultivaron CMM-BAB. Del mismo modo, recurrieron a ensayos de MTT, actividad de
fosfatasa alcalina y adhesion celular para evaluar la respuesta bioldgica in vitro. Los
resultados demostraron un correcto crecimiento celular, asi como una adecuada

diferenciacion osteogénica de las CMM-BAB sobre esta nueva estructura.

Aunque son escasos los estudios clinicos en humanos en los que se han usado las
CMM-BAB para la regeneracion 6sea de defectos 6seos maxilofaciales, en el afio 2018,
Khojasteh y cols (Khojasteh A y cols., 2019) realizaron un estudio clinico prospectivo,
en el que evaluaron y compararon sobre 14 pacientes la eficacia de regenerar una atrofia
posterior mandibular con CMM-BAB combinado con hueso bovino anorgénico al 50% o
mediante hueso aut6logo particulado conclutendo que la ITO usando CMM-BAB puede
ser una alternativa a la reconstruccion con hueso autélogo de los defectos de la cresta
alveolar. En el afio 2019, Akhalaghi y cols (Akhalaghi F y cols., 2019) publicaron un
articulo con 9 pacientes con defectos 6seos aleatorizados en dos grupos de estudios; grupo
1: injertos de hueso de la cresta iliaca recubierto con membrana amniotica humana (n=5)
y grupo 2: injerto 6seo de la cresta iliaca recubierto con membrana amniética humana
cultivada con CMM-BAB (n=4). Cinco meses después del tratamiento con el injerto y
antes de la colocacion del implante, se realizé un analisis radiomorfometrico mediante
tomografia computarizada de haz cénico concluyendo que el uso de la membrana
amnidtica humana junto con CMM-BAB puede mejorar la regeneracion ésea

especialmente en la dimensién horizontal.
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En relacion con nuestros buenos resultados obtenidos en la regeneracion de
DOTCs en animales con enfermedades sistémicas que afectan al metabolismo 6seo tales
como la diabetes o la osteoporosis; en el afio 2020 Wang y cols (Wang L y cols., 2020)
crearon DOTCs de 5 mm de diametro en el hueso parietal de 16 ratas diabéticas Sprague-
Dawley machos, aleatorizados en dos grupos de tratamiento: HA sola o HA junto con
CMM-MO. En sus dos momentos de estudio (6 y 12 semanas) observaron radioldgica e
histologicamente que los DOTCs tratados con HA + CMM-MO obtuvieron una mayor
densidad de hueso neoformado y con tendencia a conseguir una completa reparacion del
area del defecto, mientras que aquellos tratados inicamente con la BC compuesta por HA
se obtuvo un hueso mas fragmentado e intercalado con tejido de menor densidad (tejido
fibroso). En relacion con la regeneracion dsea usando BC + CMM-MO en animales
osteopordticos, Lin y cols (Lin Ky cols., 2013) realizaron un total de 12 DOTCs de 5 mm
en la calota de 6 ratas osteoporoticas Fisher 344 hembras, los DOTCs fueron aleatorizados
en dos grupos de tratamiento: grupo 1 consistente en ceramica porosa de silicato de calcio
sustituida por estroncio (SrCs) y grupo 2 SrCs + CMM-MO. Después de 4 semanas de la
operacion se observo tejido 6seo de nueva formacion en los DOTCs tratados con SrCs +
CMM-MO que aquellos con SrCs sola; obteniendo, ademas, DMO con diferencias

estadisticamente significativas.

Debemos resaltar de los resultados obtenidos en nuestros cuatro grupos
experimentales, la gran capacidad osteogénica observada en los DOTCs del grupo 4 (ratas
diabéticas con osteoporosis) puesto que en este tipo de pacientes se produce un efecto
sinérgico de ambas enfermedades que impide la regeneracion 6sea de los DOTCs con el
uso exclusivo de biomateriales (Mohsin S y cols., 2019) por lo que la ITO (como se
observa en nuestros resultados) puede permitir la correcta regeneracion ésea de estas
pérdidas Gseas de gran tamafio en condiciones tan desfavorables. Ademas, los buenos
resultados de esta técnica in vivo permanecian desconocidos hasta ahora para este tipo de
pacientes. No obstante, esta caracterisitca tan innovadora de nuestro estudio también
supone una de las principales limitaciones de nuestra investigacion: el impedimento de
poder comparar nuestros resultados con otros publicados hasta la fecha. Es asi como
nuestro estudio constituye la primera investigacion para comparar la formacion de nuevo

hueso en DOTCs en la sinfisis mandibular de ratas sanas, diabéticas, osteoporoticas,
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diabéticas-osteopordéticas mediante el tratamiento de BCs con o sin CMM-MO y de BCs
con o sin CMM-A.
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6. CONCLUSIONES

1. El estudio mediante micro-CT de la unién 6sea radioldgica en todos los
grupos de estudio (sanas, diabéticas, osteoporoticas y diabéticas con osteoporosis) indico
puntuaciones mas altas en los DOCTSs de la sinfisis mandibular de ratas tratadas con BCs
+ CMM-BAB, seguidos de los DOCTs tratados con BCs + CMM-MO y por altimo los
tratados con BCs exclusivamente; tanto a las 4 como a las 8 semanas de tratamiento.

2. La DMO fue mayor en todos los grupos de estudio (sanas, diabéticas,
osteopordticas, y diabéticas con osteoporosis) en los DOCTSs de la sinfisis mandibular de
ratas tratadas con BCs + CMM-BAB, seguidos de los DOCTs tratados con BCs + CMM-
MO y por altimo los tratados con BCs exclusivamente; tanto a las 4 como a las 8 semanas
de tratamiento.

3. La union osea histologica mostro puntuaciones mas altas en los DOCTs de
la sinfisis mandibular de ratas tratadas con BCs + CMM-BAB, seguidos de los DOCTSs
tratados con BCs + CMM-MO vy por ultimo los tratados con BCs exclusivamente; tanto a
las 4 como a las 8 semanas de tratamiento, en todos grupos de estudio (sanas, diabéticas,
osteopordticas, y diabéticas con osteoporosis).

4. El analisis inmunohistoquimico de FCEV indico en todos los grupos de
estudio (sanas, diabéticas, osteoporoticas, y diabéticas con osteoporosis), una mayor
inmunopositividad en los DOCTSs de la sinfisis mandibular de ratas tratadas con BCs +
CMM-BAB, seguidos de los DOCTs tratados con BCs + CMM-MO vy por dltimo los
tratados con BCs exclusivamente; tanto a las 4 como a las 8 semanas de tratamiento.

5. En todos los grupos de estudio (sanas, diabéticas, osteopordticas, y
diabéticas con osteoporosis), el analisis inmunohistoquimico de BMP-2 indic6 una mayor
inmunopositividad en los DOCTSs de la sinfisis mandibular de ratas tratadas con BCs +
CMM-BAB, seguidos de los DOCTs tratados con BCs + CMM-MO vy por altimo los
tratados con BCs exclusivamente; tanto a las 4 como a las 8 semanas de tratamiento.

6. Tanto a las 4 como a las 8 semans de tratamiento, los DOCTs tratados con
BCs + CMM-BAB mostraron una mayor unién oOsea radioldgica, DMO, unién Osea
histologica, e inmunopositividad de FCEV y BMP-2, que los tratados con BCs + CMM-
MO en todos los grupos de estudio (sanas, diabéticas, osteoporéticas, y diabéticas con
osteoporosis); sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos tratamientos.
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