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INTRODUCCION

En Espafia la media de dientes ausentes en la poblacion de 35-44 afios es de 1.40
y en la poblacion de 65-74 afios con al menos 21 dientes funcionales asciende a 44.3%,
siendo un problema generalizado, inclusive en muchos paises de Latinoamérica como

Per(, donde cerca de medio millén de dientes se extraen anualmente (Llodra, 2012)

La resorcion dsea alveolar tiene varias causas: la extraccion dental, trauma,
periodontitis moderada a severa y fuerza continta en el tratamiento ortodéntico. Todo
ello conlleva a un posible fracaso de la prétesis e implante dental y un desequilibrio en

la oclusion y la salud bucal, alterando inclusive la autoestima de las personas.

Diversas investigaciones (Meruane y Rojas; 2010) han demostrado que las
células madre mesenquimales del tejido adiposo (CMMTA) desempefian un papel
relevante en la reparacion 6sea, sin embargo, no hay suficiente evidencia sobre sus

efectos en el hueso alveolar después de la extraccion dentaria.

En este trabajo he desarrollado un modelo experimental en rata para observar los

posibles efectos de las CMMTA en el alveolo después de la extraccion dental.
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LA RESORCION OSEA

Es el proceso en el cual los osteoclastos eliminan tejido éseo liberando minerales que
desencadenan una transferencia de calcio desde la matriz 6sea a la sangre. El
mecanismo de resorcidn Osea consiste en que la anhidrasa carbonica cataliza la sintesis
de &cido carbdnico. Este &cido se disocia en hidrogeniones (H+) e iones de bicarbonato,
estos iones de bicarbonato y sodio salen del osteoclasto y pasan a los capilares. Las
bombas de protones sacan a los hidrogeniones al compartimento subosteoclastico
(laguna de Howship), el pH disminuye y se disuelve el componente inorganico de la
matriz, los osteoclastos secretan hidrolasas lisosomicas y metaloproteinas hacia el
compartimento subosteoclastico con el fin de degradar los componentes organicos, los
osteoclastos endocitan los productos de degradacion y los liberan hacia los capilares
(Lecuona et al, 2015).

Reabsorcion dsea
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Fig. N° 01: Mecanismo de resorcion y remodelacion Gsea

El tejido 6seo es dinamico, tiene la capacidad de remodelar el hueso a lo largo de una
vida. La remodelacion es un proceso de regulacion de la calcemia, en el cual el hueso
recién formado o envejecido es sustituido por nuevo hueso, siendo ese su objetivo
principal. Para ello debe existir un equilibrio, dependiendo de los osteoblastos y
osteoclastos que trabajan como una unidad para reemplazar tejido déseo.
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Los osteoclastos, son células multinucleadas especializadas para llevar a cabo la
resorcion dsea fisiologica y la osteolisis. La osteolisis es caracteristica de la mayoria de
las enfermedades de hueso y articulaciones. También juega un papel patoldgico en la
resorcion 0sea, en la medida que se alteran los mecanismos celulares y moleculares que
gobiernan su formacién y funcion (Athanasou; 2011), (Lecuona et al, 2015).

La resorcion de un sistema de Havers antiguo se continta con la formacion de uno
nuevo, para ello se reclutan monocitos, que se diferencian a osteoclastos, éstos
comienzan la resorcion 0sea y una vez que los osteoclastos terminan de eliminar la zona
de hueso correspondiente, aparecen los osteoblastos que sintetizan matriz organica,
sobre la que se van depositando nuevas laminillas dseas. Una vez que los osteoblastos
cumplen su funcién quedan rodeados por matriz 6sea mineralizada para convertirse en

osteocito que ocupan sus respectivas lagunas (Lecuona et al, 2015)

La resorcion alveolar

En el hueso trabecular el mecanismo de reparacion y resorcion es parecido al hueso
cortical y ocurre en la superficie 0sea, incluyendo la superficie endostica de las
trabéculas (Lecuona et al, 2015). Sin embargo, en todos los casos hay una resorcion
alveolar después de la extraccion dentaria, posiblemente debido a la ausencia de tejido
periodontal, pulpa dental y el mismo diente. Por lo que los osteoclastos van liberando
los minerales hacia los capilares en el proceso de cicatrizacion alveolar y después de la

extraccion dental la homeostasis entre osteoclastos y osteoblastos se modifica.

Tabla interna (lingual)
Tabla externa (vestibular)

Cortical externa Cortical interna o hueso

alveolar propio

' Esponjosa
Hueso alveolar de sostén

Hueso basal

Fig. N° 02: Hueso alveolar. Plano frontal.
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Caracteristicas de la resorcion alveolar

Durante las primeras 8 semanas después de la extraccion se produce alteraciones
dimensionales marcadas por la actividad osteoclastica, resultando una resorcion de la
pared dsea bucal y lingual, acompafiada por una pérdida horizontal del alveolo. Estudios
de Araujo y Lindhe, (2005) sugieren que la resorcion de las paredes en el sitio de la
extraccion se produce en 2 fases. En la primera se produce una resorciéon del hueso
alveolar y se sustituye por tejido 0seo, sin embargo ocurre una mayor reduccion
sustancial de la cresta bucal en sentido vertical que lingual. En la segunda fase la

resorcion se produce a partir de las superficies exteriores de ambas paredes dseas.
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Figura N° 03: Esquema de las zonas de corte y mediciones histométricas. Creados por
Araujo y Lindhe, (2005).

Una investigacion sobre las caracteristicas estructurales y funcionales de los
osteoclastos apoptdticos en hueso alveolar de ratas tratadas con estrogeno, sugiere que
la apoptosis de los osteoclastos implica actividad caspasa-3 y la degradacion de la
vimentina. Estos osteoclastos al entrar en apoptosis condensan sus nucleos que
posteriormente se fragmentan y se liberan en porciones rodeadas de membranas
conocidas como cuerpos apoptoticos. La reduccion de la superficie del
hueso/osteoclastos parece estar relacionado con el desarreglo de vimentina, en lugar de
una interferencia del estrégeno con expresion de MMP-9 en los osteoclastos (Faloni et.
al; 2012).
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La periodontitis asociada a la resorcion alveolar

® £
Encia sana Gingvilis PUWQ

Fig. N° 04: Proceso de la enfermedad periodontal. Figura tomada de la Clinica Dental

Pons Fuster.

La Porphyromonas gingivalis (Pg) provoca resorcién Osea alveolar, se trata de un
patdégeno periodontal importante que contiene una variedad de factores de virulencia
contribuyendo a la osteoclastogénesis de las células del ligamento periodontal,
resultando la enfermedad periodontal y la reabsorcion del hueso alveolar (Al Batran et

al; 2013) (Lin et al; 2014).

Fig. N° 05: Enfermedad periodontal. Tomado de la Clinica Propdental.
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La extraccion dentaria asociada a la resorcién alveolar

Fig. N° 06: Causas de Extraccion dentaria. Tomado de la Clinica Dentadent.

La extraccion dentaria es la remocién del diente del hueso alveolar; se trata de un
procedimiento odontoldgico indicado en casos de:
e caries avanzada donde no es posible la aplicacion dela odontologia
conservadora,
e anomalias de posicion,
e piezas dentarias con fracturas y fisuras coronarias sublinguales,
e periodontitis agresiva y avanzada con grados de movilidad no estables y no
recuperables y progresivos,
e piezas con problemas focales que diseminan bacterias que no se pueden
solucionar con tratamientos endoddnticos,
e piezas temporales que impiden la erupcion de una pieza permanente,
e tratamientos ortoddnticos en los que hay una gran discrepancia 6seo dentaria, sin
posibilidad de crecimiento 0seo,
e caries radiculares muy subgingivales y sobre todo subdseas,
e piezas retenidas, impactadas e incluidas
e piezas que tengan patologia quistica o posibles reabsorciones radiculares,

e desequilibrio de las arcadas o problemas tumorales.

Los alveolos dentales son los compartimentos, en los que estan divididos el hueso

alveolar, donde van alojados los dientes separados por un tabique intersectal dseo.

Fig. N° 07: Alveolo en el proceso de

extraccién dentral
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CAMBIOS FISIOLOGICOS Y CICATRIZACION DEL ALVEOLO DESPUES
DE LA EXTRACCION

Después de la extraccion dental se desencadenan cambios fisioldgicos en un proceso de
puente de tejido duro a la formacion de hueso cortical que cierra el alveolo dental. Todo
implica una serie de eventos, incluyendo la formacion de un coagulo a los 3 dias que se
sustituye a los 14 dias por una matriz provisional de tejido conectivo. Este tejido
conjuntivo es sustituido por tejido 6seo, y finalmente a los 30 dias hay hueso
mineralizado que ocupa el 88% del alveolo. A los 60 dias el alveolo estd ocupado en un
75% por médula 6sea (BM) (Cardaropoli, G. et al; 2003).

Segun Amler; (1969) existen 5 estadios de cicatrizacion de un alveolo después de la
extraccion:

e El primer estadio se forma un coagulo produciéndose la hemostasia.

e El segundo, sobre el 4° o 5° dia el tejido de granulacion reemplaza al codgulo y
se inicia la angiogénesis a través de la cadena de células endoteliales y la
formacion de capilares.

e EI tercero, sobre el 14-16 dias el tejido conectivo reemplaza gradualmente al

tejido de granulacion y hay un recubrimiento epitelial completo.
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El cuarto estadio inicia la calcificacion del tejido osteoide, comenzando en la
base y periferia del alveolo (7-10 dias) y a las 6 semanas el hueso trabecular
rellena casi por completo al alveolo. Hay una maxima actividad osteobléstica,
proliferacion de elementos celulares y de tejido conectivo con osteoblastos
debajo de tejido osteoide alrededor de lagunas inmaduras de hueso (4-6 semana
post extraccion). Tras la 8 semana la osteogénesis parece disminuir.

En quinto estadio, tras la 4° o 5° semana hay epitelizacion completa del alveolo,
se produce un relleno completo entre la 5° y 10° semana y a las 16 semanas se

completa el relleno éseo con poca actividad osteogénica.

Fig. N° 08: Reborde dentario. Tomado de la Revista de operatoria Dental.

En caso de los tejidos blandos, observaciones histoldgicas e histoquimicas en biopsias

sefialan que durante los primeros 10 dias después de la extraccion, los tejidos de

individuos mas jovenes y de mayores sanan a la misma velocidad; pero, después de los

10 dias post-extraccion, los tejidos mas jovenes continlan una curacion progresiva,

mientras que los tejidos de los mayores mantienen una fase de reposo, llegando a tener

un ciclo de crecimiento acelerado a las tres semanas, y en 30 a 40 dias igualan el patron

de cicatrizacion al de los tejidos jovenes (Amler; 1993)

Sin embargo, Seibert (1983) sefiala que los defectos de los alveolos después de la

extraccion pueden ser:

Clase I; son pérdidas vestibulo linguales o palatinos y tienen una altura normal
en sentido apicocoronales

Clase 1l; son pérdidas apicocoronales pero tienen una dimensién normal en
sentido bucolinguales

Clase IlI; son pérdidas vestibulo linguales o palatinos y apicocoronales con

disminucion de altura y anchura.
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CLASE II

CLASE III

Fig. N° 09: Clasificacion de Seibert.

Elian et al; (2007) plantea una clasificacion de defectos dseos en 3 tipos:

Tipo [; tejidos blandos y pared Osea bucal a nivel del limite amelo
cementaria (LAC) previo a la extraccion y despues a la extraccion, es fécil de
tratar y tiene resultados predecibles.

Tipo Il; tejidos blandos bucales en posicion normal pero hay pérdida parcial de
la tabla dsea vestibular despues de la extraccion. Se confunde con el tipo |.

Tipo I1I; pérdida de tabla ésea y de tejidos blandos en vestibular después de la

extraccion, es dificil de tratar. Siendo imprescindible preservar el alveolo para

evaluar la posibilidad de
colocar : un implante
inmediato.

Type li Type Il

Fig. N° 10: Clasificacion de defectos 6seos propuesto por Elian y colaboradores.
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Segln Araujo et al; (2005) después de 3 meses de la extraccion dental ocurren
alteraciones dimensionales marcadas en el reborde desdentado y debiera considerarse la
colocacion de implantes inmediatamente después de la extraccion dental, ya que la
pérdida Osea vertical es mas pronunciada en bucal que lingual de la cresta.

Por otro lado Aradjo y Lindhe; (.2009) con sus hallazgos sugieren que cantidades
similares de pérdida de tejido duro se producen durante la curacion independientemente

si el procedimiento utilizado para extraer el diente fue sin colgajo o con colgajo.

Fig. N° 11: Colgajos gingivales con unay dos descargas.

Preservacién del hueso alveolar

El impacto positivo de la calidad y cantidad de hueso formado en los alvéolos después
de la extraccion del diente, es vital para el éxito del tratamiento posterior. Por lo tanto,
el establecimiento de un nuevo enfoque para mejorar la formacién de hueso y para

minimizar la resorcion 6sea es importante (Kuroshima et al; 2013).

A continuacion se describe estudios que intentan prevenir la resorcién Osea

tempranamente en un modelo animal:

e Normalmente la extraccién de dientes en pacientes conduce a la pérdida de la
anchura y la altura de la cresta alveolar. Preservar esta zona es importante para
la colocacion de implantes. Para tal fin se han utilizado aloinjertos de hueso
liofilizado FDBA y una membrana de colageno mejorando ligeramente los sitios

de conservacion (lasella et al; 2003).
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Se ha evaluado la eficacia terapéutica de hueso mineral sintético (SBM) para
minimizar la perdida de hueso alveolar. Mijares et al; (2012) sugieren que el
SBM administrado por via oral, puede ser un agente potencial terapéutico en la
osteoporosis minimizando o previniendo la pérdida de hueso alveolar inducida

por deficiencia de minerales.

Los hallazgos sobre la preservacion de las paredes alveolares revelan que la
incorporacion de biomateriales como BioOss colageno tras la extraccion solo
tiene un impacto limitado en el proceso biolégico posterior, respecto a la pared
6sea vestibular que fue sustituida por hueso guiado recién generado. Al parecer
la estabilidad mecanica proporcionada por BioOss colageno y ademas por un
injerto gingival libre podria actuar como un marcador de posicion al prevenir

que el tejido blando se colapse (Fickl et. al; 2008).

En el campo clinico el uso de hueso autdégeno de la mandibula como el material
de injerto, es el estandar de oro; sin embargo, hay algunos problemas con esta
técnica, como el riesgo de infeccion en el lado donante, la limitada cantidad de
masa 6sea disponible y la marcada reabsorcién del hueso injertado (Nampo et al;
2010).

Se investigd también el uso potencial de los dientes como un material de injerto
0seo para la formacion de hueso mandibular, debido a que la pulpa dental
contiene células madre, incluyendo células derivadas de la cresta neural no
diferenciadas. Hay resultados que sugieren que los dientes pueden ser un
material alternativo para hueso autdgeno para el tratamiento de defectos 0seos
alveolares por injerto (Nampo et al; 2010)
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e EI factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una macromolécula de
importancia en la inflamacién que se ha implicado en la periodontitis. Datos
actuales sugieren un papel importante para VEGF en la progresion de la
enfermedad periodontal y que la terapia sistémica con meloxicam puede
modificar la progresion de la periodontitis inducida experimentalmente
en ratas mediante la reduccion de la expresion de VEGF y la perdida de hueso

alveolar (Oliveira et al; 2008)

e Estudios con bajas dosis de doxiciclina sugieren que reduce el area de resorcién
del hueso alveolar asociado con periodontitis apical en los primeros molares

mandibulares en un modelo en ratas (Metzger et al; 2008)

e Sin embargo hay hallazgos de que la histamina liberada durante la inflamacion
desempefia un papel en el metabolismo 06seo a través del receptor H2,
estimulando la resorcion dsea. Por su parte, (Longlini R. et al; 2014) han
evaluado si la cimetidina, un antagonista del receptor H2 de la histamina,
interfiere con la iniciacion y progresién de la enfermedad periodontal. Sus
hallazgos sugieren que ejerce un efecto beneficioso sobre la enfermedad
periodontal en ratas, disminuyendo la relacion RANKL/ OPG en el tejido

conjuntivo gingival y reduciendo la resorcion del hueso alveolar.

e Enun modelo animal de enfermedad periodontal sobre el efecto del propanol. Se
sugiere que las dosis bajas de propranolol suprimen la resorcion de hueso
mediante la inhibicion de la osteoclastogénesis mediada por RANKL, y la
disminucion de marcadores inflamatorios, sin afectar a los parametros

hemodinamicos (Rodriguez et al; 2012).

e Otros hallazgos demuestran que la simvastatina tiene el potencial de estimular la
funcion osteoblastica y que la administracion tépica de la simvastatina puede ser
eficaz para la recuperacion de pérdida 6sea alveolar en ratas (Seto et al; 2008).
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e Un estudio sobre la calidad de hueso alveolar en ratas hipertensas muestra que
presentan alteraciones en la calidad de hueso de soporte, independientemente de
la inflamacion, y sugieren que la administracion de lercanidipino durante 45 dias
disminuye la expresion de marcadores de resorcion de hueso (Bastos M. et al;
2010).

e El valor medio mas alto de la formacion de hueso e inhibicion de la resorcion
Osea producida en el proceso de curacion alveolar después de la extraccion
dental se han logrado en las ratas hembras tratadas con oxitocina (OT) (Colli et
al; 2012).

e Un estudio sobre el efecto de la terapia intermitente de hormona paratiroidea
(PTH) injertada con xenoinjerto después de extracciones dentarias sugieren una
mejora significativa del alveolo dental, pudiendo ser un gran activo para la
conservacion de la cresta alveolar. Sin embargo, la fuente del material de injerto
se transfiere de un donante, y debe ser procesada adecuadamente, principalmente
se trata de hueso mineral poroso de bovino desproteinizado (Kuroshima et al,
2013); (Ifakis ;2006)

e Segln Fukuoka et al; (2011) la irradiacion con laser de didxido de carbono en
terapias con alto y bajo nivel de reactividad (HLLT y TLBI respectivamente) en
los alvéolos después de la extraccion dental, han mostrado un efecto curativo

favorable, pero con diferentes caracteristicas en el proceso de cicatrizacion.

e Por medio de la micro-tomografia computarizada (micro-CT) y la histologia se
han verificado el efecto de la aplicacion topica del factor de crecimiento
nervioso (NGF) y / o el factor de crecimiento epidérmico (EGF), en la mejora
periodontal, el hueso alveolar, la raiz y la reparacion del tejido pulpar,
reduciendo al minimo el riesgo de necrosis pulpar, reabsorcion radicular y
anquilosis de molares en un modelo experimental en rata. Los hallazgos revelan
gue no se detectd ningun beneficio potencial en la curacién periodontal y la
raiz, solo una mejora en la vascularizacion pulpar y organizacion celular al

incorporarse en el alveolo dental (Furfaro et al; 2014).
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e Estudios de Nakatsuka et al; (2014) sugieren también que el efecto del extracto
de frijol de espada (Canavalia brasiliensis) (SBE) podria ser eficaz contra

P. gingivalis asociada a la resorcion de hueso alveolar.

LAS CELULAS MADRE

También son conocidas como células troncales (Stem Cells). Estas células se encuentran
en organismos multicelulares, tienen la capacidad de dividirse a través de mitosis,
diferenciarse en varios tipos de células especializadas y auto renovarse en otras células
madre. Tienen la capacidad de dividirse asimétricamente dando origen a 2 células hijas;
una con unas propiedades idénticas a la madre original y la otra con capacidades de
diferenciarse si existen condiciones ambientales adecuadas. Los organismos adultos
poseen células madres residentes que permiten su renovacién o regeneracion cuando

ocurre el dafo tisular (Orozco; 2010).

Los tipos de células madre disponibles son:

e Células madres embrionarias; son pluripotentes y pueden dar origen a 3 capas
germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo, manteniéndose de forma
indefinida y diferenciandose a su vez (Orozco N.; 2010). El potencial
terapéutico de estas células, aunque parece enorme debido a su gran capacidad
de renovacion y pluripotencialidad, tiene limitaciones précticas y éticas en su

utilizacion (Meruane y Rojas 2010)

e Células madres adultas multipotenciales; se les denomina células madre
mesenguimales y son capaces de diferenciarse en células madres mesenquimales
0 hematopoyéticas mientras que otras son precursoras directas del tejido en que

se encuentran (Orozco; 2010).
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Las células madre mesenquimales

Se las considera multipotenciales con autorenovacion limitada y con capacidad de dar
origen a tejidos de la misma capa embrionaria. Sin embargo, numerosas publicaciones
actuales muestran su diferenciacion a tejidos de otro origen embrionario, por lo que

estas células podrian pasar a la categoria de pluripotenciales (Meruane y Rojas; 2010).

Las células madre mesenquimales (MSC) son de gran interés para la reparacion 6sea en
diversas disciplinas de las ciencias de la salud, inclusive la odontologia por lo que
manipular las MSC in vitro es clave para potenciar un beneficio terapéutico. Se ha
demostrado que estas células madres multipotentes se pueden aislar a partir de tejidos
como la médula 6sea, tejido adiposo, tejido amniotico, la sangre del cordon umbilical, y
los dientes deciduos. Estas células mesenquimales se pueden cultivar logrando buena
adherencia y mostrando la capacidad de diferenciarse en células de los linajes del tejido
conectivo y contribuir al parénquima de tejido in vivo (Odabas et al; 2014).

Por tanto, las MSC exploradas en el campo de la odontologia podria mejorar la calidad
de vida de los pacientes desde enfermedades traumaticas hasta reemplazo de estructuras
mas complejas, como los huesos y los dientes, inclusive podria restaurar la funcion de

organos completos (Fawzy El-Sayed et al; 2013).

En el campo de la reparacion periodontal y la ingenieria de los dientes, estan siendo
investigados varios tipos de células madre mesenquimales adultas multipotentes (MSC)
a partir de diversas fuentes como de la médula désea, tejido adiposo, pulpa dental,
foliculo dental, dientes deciduos exfoliados, papila dental, ligamento periodontal, hueso
alveolar y de la encia, pero todavia el uso potencial para fines reparativos en el campo
dental se discute (Fawzy El-Sayed KM et al; 2013).

Segun Meruane y Rojas; (2010) las células madre adultas tienen la ventaja de ser
obtenidas de individuos adultos sin los problemas éticos que trae el uso de células
embrionarias. Su obtencion ha sido una revolucion ya que estas células pueden ser
obtenidas en grandes cantidades, con minimo disconfort y hasta con anestesia local. Si

comparamos las células madre mesenquimales del tejido adiposo (ASCs) versus las
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células madre derivadas de la médula ésea (BM-MSCs) sus caracteristicas fenotipicas y
el potencial de diferenciacion son muy similares Actualmente se conoce la presencia de
células madres mesenquimales en varios tejidos, presentes ahi con el fin de mantener y

reparar (Young et al., 2002).

JERARQUIZACION DE LAS CELULAS MADRE

Totipotente

Pluripotente

Multipotenciales

Células Madre Otras Células Madre

Sanguineas
Especificas de
‘/ 3) Musculo Nervio Hueso Otros Tejidos < tejido
=/
‘A \ “‘ }j l"_,-
9 Y I )4

Células de la Células de la

Seria Roja Serie Blanca

Fig. N° 12: Jerarquizacion de tipos de células madre. Tomado de la Clinica Genecell

International.

Células madre mesenquimales del tejido adiposo

El tejido adiposo posee la habilidad de cambiar de volumen durante la vida de un
individuo, los cambios menores son por hipertrofia celular, pero los cambios mayores
son mediados por hiperplasia y aumento de la vascularizacion. Estos cambios estan
mediados por una poblacion de células madres multipotentes con propiedades similares

a las obtenidas desde la medula 6sea (Fraser et al., 2006).
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Segun Gimble et al.; 2007 para que las células madres puedan ser utilizadas con fines
médicos deben cumplir con los siguientes criterios:

1. Presencia en cantidades muy abundantes (millones de células)

2. Aislables con procedimientos minimamente invasivos.

3. Diferenciables en mdltiples linajes celulares de manera regulable y reproducible.

4. Transplantables en forma aut6logo o alogénica.

5. Manipulables de acuerdo a las actuales Guias de Buena Practica Médica

Se prefiere las ASCs porque cumplen los criterios mencionados y considerando la
incidencia de obesidad en la poblacion actual, esta es una fuente realmente abundante y
accesible. El tejido adiposo puede ser obtenido mediante lipoaspiracion en grandes
cantidades y con riesgo minimo. La lipoaspiracién es el 3° procedimiento que con
mayor frecuencia realizan los cirujanos plasticos en Norteamérica (ASPS 2007). Segun
datos desde 1994 al afio 2000 se han reportado 0 muertes en 66.570 procedimientos y
complicaciones serias en el 0,68 por 1000 casos (Housman T. et al., 2002). Con
anestesia local se pueden obtener hasta 200 gramos de tejido. 1 gramo de tejido adiposo
contiene alrededor de 5 x 10° ASCs, aproximadamente 500 veces mas que 1 gramo

medula 6sea (Fraser et al.; 2006).

El tejido adiposo deriva de la capa mesodérmica del embrién y tiene desarrollo pre y
post natal. La formacidn de células adiposas en la especie humana tiene lugar durante el
segundo trimestre de gestacion (Ailhaud & Grimaldi; 1992). Se caracterizan por su
aspecto fibroblastico que contiene abundante reticulo endoplasmaético, un alto indice
nucleo/citoplasma, localizacion perinuclear de las mitocondrias y la presencia de

vacuolas lipidicas (Gimble et al.; 2007).

Segun Ailhaud y Grimaldi; (1992) la diferenciacion celular del tejido adiposo procede
de la secuencia adipoblasto-preadipocito-adipocito inmaduro-adipocito maduro. En el
tejido adiposo los precursores coexisten en conjunto con células adiposas maduras,
fibroblastos, células sanguineas, células endoteliales, pericitos y células mesenquimales
indifenciadas y pobremente diferenciadas, que hoy llamamos Mesenchymal Stem Cells
(MSCs) y segun Hausman y Hausman, (2006) probablemente el progenitor de los
adipocitos procede de la medula 6sea y ha llegado a través de la circulacidon sanguinea.
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Fig. N° 13: Localizaciones frecuentes de extraccion de la grasa en humano y en un

modelo animal.

IMPORTANCIA EN LA APLICACION ODONTOLOGICA

En Espafa la poblacion estd envejeciendo con diversos problemas de salud bucal,
especialmente con necesidades de rehabilitacion dental. La media de dientes ausentes en
la poblacién de 35-44 afios es de 1.40 y en la poblacién de 65-74 afios de edad, con al
menos 21 dientes funcionales asciende a 44.3%, porcentaje de desdentados en este
mismo rango de edad es del 16.7% (Llodra Calvo; 2012).

El 11% de los adultos jovenes presentan bolsas periodontales poco profundas, y el 5%
bolsas profundas. Para la poblacion adulta mayor de 65-74 afios las cifras son del 18,8%
y del 10,4%, respectivamente. Para este Gltimo grupo de 65-74 afios, el 41% requiere
algun tipo de prétesis superior y el 46% requiere algun tipo de prétesis inferior. Con
necesidades detectadas de protesis multiunitarias (en torno al 20%). Tan sélo el 9% de

este grupo requiere de tratamiento de prétesis completa (Llodra; 2012).
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Actualmente, los pacientes que acuden a la consulta solicitan implantes dentales o
protesis implantosoportadas, muchos necesitan extracciones dentarias y si no se cumple
las condiciones de conservacion del alveolo después de la extraccion dental, la cresta
alveolar disminuye en volumen y cambia morfolégicamente. Estos cambios pueden ser
significativos clinicamente y pueden generar también fracasos en tratamientos de un
puente convencional o una corona implanto soportada.

Al ser la resorcion 6sea lo suficientemente significativa la colocacion de un implante
puede llegar a ser extremadamente dificil. EI mantener o preservar la cresta alveolar
después de la extraccion dental minimiza la resorcion del reborde residual y, por lo
tanto, permite la colocacion de un implante que satisface criterios estéticos y
funcionales. Los nuevos avances en biomateriales y técnicas de injerto permiten al
odontologo colocar implantes en sitios comprometidos. A este éxito no existen estudios
de supervivencia de los tratamientos a largo plazo, pero si de supervivencia clinica a
corto plazo (Irifiakis; 2006); (Chen et al; 2004).

Segun Chen et al; (2004) la supervivencia y éxito clinico asociado con la colocacion
del implante inmediato y retardado, producen defectos periimplantitis y reabsorcién
horizontal del alveolo de unos 2 mm, independientemente del protocolo de la curacion

del alveolo y el método de aumento dseo.

Segun Cuogli et al; (2014) ocurre una reabsorcion radicular en el movimiento dental.
Sus hallazgos concluyen que la raiz intermedia presenta un mayor porcentaje de
reabsorcion 0sea en comparacion con la raiz mesiovestibular, principalmente después de
la aplicacion de la fuerza continuada. Entre los diferentes tipos de fuerzas que se aplican

en el movimiento dental ninguno descarta la posibilidad de reabsorcion radicular.

Segun Aguirre et al; (2012) las altas dosis oncoldgicas de acido zoledronico exacerban
la respuesta inflamatoria y el dafio al periodonto causa necrosis, osteolisis y una
apariencia de panal del hueso alveolar con presencia de colonias bacterianas y la

destruccidn del tejido periodontal.
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Segun Cruz et al; (2015) las células madre mesenquimales con injerto podrian mejorar

la rehabilitacion protésica o mejorar los protocolos de colacion de implantes dentales.

Por todo lo anterior expuesto, son limitadas las publicaciones sobre el efecto de las
células madre mesenquimales del tejido adiposo en suspension colocadas en el alveolo

dental, para la investigacion odontoldgica en la preservacion del hueso alveolar.

DISENO METODOLOGICO

Hipétesis:
e Las células madre mesenquimales del tejido adiposo en suspension ejercen una
induccién y maduracion, positiva en el proceso de cicatrizacion y reparacion

alveolar después de la extraccion

Objetivos:
» Estudiar la reparacion alveolar de una rata Wister después de la extraccion de
dos muelas sin tratamiento posterior. Considerado animal control
* Realizar un estudio similar en un rata que recibié en el alveolo quirargico
derecho 300 mil CMMTA y en el izquierdo 200 mil CMMTA
» Comparar mediante cortes seriados de los maxilares, la formacion de hueso en

los alveolos tratados y el control.

Material y métodos:

La investigacién se desarroll6 en el laboratorio del Departamento de Biologia Celular,
Histologia y Farmacologia de la Universidad de Valladolid (UVA) Se trata de un
estudio experimental con una poblacion y muestra de 2 ratas albinas Wister, masculinas
jovenes de 3 meses de edad, de 250-290 gramos intervenidas segin el Comité Etico de
la Universidad de Valladolid, de acuerdo a la normativa vigente del Consejo Europeo
(2010/63/EU) y del Estado Espafiol R.D. 1201/2005. Las ratas proceden del animalario
de la UVA, mantenidas a 22 °C, con una humedad de 28-30 %, con 8 horas de luz y de
oscuridad por ciclo. Se empleé una n = 1 animal como control y n = 1 como animal

experimental.
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Cultivo primario

Una rata de 280 g de peso y 3 meses de edad fue anestesiada con Ketamina y Xylacina
mediante inyeccion intraperitoneal. Se realizd una incision en la piel de la region
inguinal de unos 2 cm. 1 g de tejido adiposo fue cuidadosamente disecado y extraido en
condiciones asépticas y llevado a una placa de cultivo que contiene medio de Leibovitz
con antibiotico-antimicotico al 1%. Se retiraron los restos de sangre que quedaron en el
tejido adiposo, Yy se troced en partes pequefias y se llevé a una placa con el mismo
medio. Para la digestion enzimatica se dejaron los restos en un matraz con 5 ml de
Leibovitz y colagenasa tipo | al 0.075 % a T ambiente con agitacién magnética durante
60 minutos. Esta mezcla se pasé por un filtro de 60 micras para separar el tejido no
disociado, después la colagenasa fue neutralizada mediante la adicion de 5 ml de D-
MEM, que contiene un 10% de SBF y 1% de antibiotico-antimicotico. Se recogio el
medio en un tubo de 14 ml y se centrifug6é a 1200 rpm x 10 minutos. El sedimento fue
resuspendido en 5 ml de una solucién de cloruro de amonio y dejado durante 10
minutos en este medio en el bafio termostéatico (bafio maria) a 37 °C; luego se centrifugd
otros 10 minutos a 1.200 rpm. El nuevo sedimento resuspendido en 3 ml DMEM con
antibidtico-antimicético mas SBF se sembraron en 3 placas de 35 mm de diametro, a
razon de una densidad de 100.000 células por mililitro, completandose el volumen
hasta 2 ml con el mismo medio DMEM con SBF. Las placas se incubaron durante 30
minutos en una estufa a 37 °C con 5% de CO, y saturacion de humedad; pasado ese
tiempo, en el que se adhirieron las células CMMTA (células madre mesenquimales de
tejido adiposo), se sacan de la estufa y se retira el medio que tenian, afiadiendo medio
fresco con SBF. Nuevamente se llevan a la incubadora en las mismas condiciones de
presién, temperatura y saturacion de CO,. Los cultivos son cambiados de medio cada 2

dias y mantenidos hasta la subconfluencia en las mismas condiciones

Cultivo secundario: desprendimiento y subcultivo de CMMTA autologo

Se observaron las células en el microscopio invertido y de contraste de fase; verificando
que las CMMTA estén confluentes. Se retird el medio de la placa sin que se sequen y se
afiadié 1 ml de solucién de Hank’s (para lavar los restos de medio y retirar el ion calcio
con el fin de que las células se desprendan maés facilmente). Se afiadié 1 ml de solucion

de tripsina, se dejo 10 s y se retird dejando una fina pelicula en la placa. Se esperd hasta
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que las células se desprendieran, ayudando con sacudidas suaves a la placa y se
comprobd en el microscopio si se desprendieron. Se afiadié 1 ml de medio, se
homogenizo en la placa y se pas6 a un tubo para centrifugar a 2.000 rpm x 2 minutos,
luego se retird el sobrenadante y se afiadid nuevo medio D-MEM con SBF. Se
homogenizo con la pipeta, se tomaron 20 ul de medio y se colocaron en el cubre objeto.
Luego se afiadi6 otro 20 ul de disolucion de azul tripan, y se cogid 20 pl de la mezcla 'y
para contar con la cdmara de Neubauer el nimero de células. Se resembrd con una
densidad de 100.000 células por ml en placas de 35 mm, afiadiendo DMEM con SBF

hasta los 2 ml.

Una vez que las CMMTA estan en el tercer pase, confluentes y homogéneas, se
desprendieron de la placa y se contaron en la cdmara de Newbawer. Para ello se retird
de la suspensiéon celular 20 pl de contenido y se colocd en un portaobjetos, se puso otro
20 pl de la disolucion de azul tripan y se mezclo; de dicha mezcla se retiraron 20 pl que
se colocaron en la cAmara de Newbawer. Se calculd el nimero de células vivas que hay

en un mm>.

Extraccién dental y colocacion de CMMTA en sedimento en los alveolos

Se peso a la rata control (290 g) y rata experimental (280 g) y se anestesiaron con
Ketamina y Xylacina por inyeccion intraperitoneal. Se coloco alcohol yodado en la zona
a extraer para desinfectar y con el botador curvo acanalado se desbrid6 la encia del
alveolo del primer molar superior derecha e izquierda de la rata experimental y de la
rata control solo la molar superior derecha. Luego con el forceps pediatrico se realizaron
movimientos de luxacion mesial-distal, bucal-lingual respectivamente extrayendo el
diente y se retird algun tejido sobrante con la cureta de alveolo Hemingway y se
estimul6 el coagulo haciendo compresion. En ese momento se coloco 200 mil células
desprendidas de las placas de cultivo para los alveolos dentales del primer molar
superior derecho e izquierdo recién extraido. Al dia siguiente de la extraccion dentaria
se afladio 100 mil células solo al alveolo dental superior derecho.

Los animales fueron evaluados clinicamente el dia 14, 21, 28 con espejo bucal y sonda
periodontal. En cada evaluacion clinica se tomaron registros fotograficos con una

camara fotografica (Olympus). El dia 42 fueron sacrificados los animales.
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Fijacion y preparacion de las muestras

Se anestesio con Ketamina y Xylacina a los animales control y experimental, despues se
abri6é la cavidad toréacica haciendo un corte longitudinal a nivel del esternén. Se
administro 1 ml heparina al 1% (como anticoagulante) mas 1 ml de nitrito sodico al 1%
(como vasodilatador) en la vena cava izquierda. Después se introdujo una canula en el
ventriculo izquierdo y se pasé tampdn fosfato salino durante 3 minutos, hasta que salié
toda la sangre. Posteriormente se fijo por perfusién con parafolmaldehido tamponado al
4% durante 10 minutos hasta conseguir la rigidez en el animal. Seguidamente se le cortd
la cabeza, y de ella se desecharon los tejidos innecesarios de la zona especifica que
interes6 como muestra (un blogue de 1 cm). Se dejé la muestra en un envase
convenientemente identificado con el cddigo del animal y fecha, en parafolmaldehido
tamponado al 4 % durante 24 horas. A continuacion se lavé la muestra en tampén

fosfato con 0.1 molar y con pH 7.4.

Deshidratacidn, inclusion y observacion histoldgica

Se deshidratd las muestras con acetonas de gradacion decrecientes, desde -50%, -70%,-
80% 15 min, luego a -96%,-100%, -oxido de propileno 2x 15 min. Luego se
sumergieron las muestras en una mexcla al 50% de 6xido de propileno e hipoxiresina
durante 2 horas.

Se mezclaron los componentes de la hipoxiresina (Spurr), ERL (10gr), DER (6.5 gr),
NSA (26 gr), DMAE (0.4 gr) y se polimeriz6 en estufa a 60 °C por toda una noche. Se
cortaron las muestras con una sierra lineal de precision (BUEHLER 4000) con un
espesor de 300 micras. Los cortes se tifieron con alizarina al 1% por 1 minuto,
lavandolas con suero fisioldgico y dejandolo secar al ambiente. Se observé la estructura
general del corte en la lupa (Laica) empleando su respectivo programa informatico. Las
mejores areas de los cortes de cada molar (derecha, izquierda del animal experimental y
el molar iquierdo del control) se seleccionaron para analizar, los efectos de las CMMTA
en el alveolo después de 42 dias de extraccion dental.
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RESULTADOS:

EVOLUCION CLINICA DE LAS MUESTRAS: 14, 21, 28, 42 dias después de la extraccion dental.

Fig. N° 14: Rata experimental 2872. Evaluacion clinica después de 14 dias la extraccion

dental.

Fig. N° 15: Rata 2880 control. Evaluacion clinica después de 14 dias la extraccion

dental.

Fig. N° 16: Rata 2872 experimental. Evaluacion clinica después de 21 dias la extraccion

dental.
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Fig. N° 17: Rata 2872 experimental. Evaluacion clinica después de 28 dias la extraccion

dental.

dental.

Fig. N° 19: Rata 2872 experimental. Evaluacion clinica después de 42 dias la extraccion
dental.
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Fig. N° 19: Rata 2880 control. Evaluacion clinica después de 42 dias la extraccion
dental.

Fig. N° 20: Rata 2880 control. Diente sano, sin extraccion.
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Fig. N° 21: Rata 2880 control. Alveolo extraido sin tratamiento.

Fig. N° 22: Molar izquierda. Alveolo extraido con tratamiento de 200 mil CMMTA.
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Fig. N° 23: Molar derecha. Alveolo extraido con tratamiento de 300 mil CMMTA.

En la Fig. 21 se observa menor tejido 6seo en comparacion con la Fig. 22 y 23
respectivamente. Se puede verificar con la tincién de alizarina al 1% (visibiliza el
calcio) que existe una mejor cicatrizacion alveolar en las molares tratadas después de la

extraccion dental.
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LIMITACIONES ENCONTRADAS

¢ Inicialmente el material no ha sido adecuado para las extracciones dentarias

e Lo anterior, produjo un mayor defecto en el animal experimental que control

e Hasido corto tiempo para tener mayores resultados

e Se han desarrollado situaciones imprevistas (averia de la sierra de corte de las

muestras)

LECCIONES APRENDIDAS

e Realizar mi TFM en una linea de investigacion interesante y coherente a la
odontologia

e Tener prisa en las revisiones bibliograficas y poder discriminar y seleccionar
informacidn pertinente

e Conocer un amigo silencioso como el REFWORD

e Aprender a realizar cultivos primarios y secundarios

e Adaptarme en el campo de la biologia celular e histologia, para poder entender
inicialmente de qué trataria mi TFM, especialmente, qué quiero investigar y para

qué es util en mi profesion.
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CONCLUSIONES

Este trabajo no tiene la categoria de conclusiones. Se trata del inicio de la tesis doctoral,
por ello no es concluyente. Los resultados obtenidos nos indican que las CMMTA
contribuyen con una mejor mineralizacion del alveolo tratado con éstas células, que del

alveolo control.
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