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RESUMEN

Se ha desarrollado un nuevo método de inclusion y corte aplicado a un
estudio de regeneracidn 6sea en el que se ha valorado la idoneidad de dicho
método, asi como la regeneracion operada en el hueso mandibular de rata tras
la creacion de un defecto 6seo critico (4 mm) en dicho hueso observando, en
todo momento, la legislacion europea y espafiola para el uso y manejo de
animales de laboratorio.

Se establecieron 4 grupos de animales: A) Control Positivo: Osteotomia
subcritica (2-3 mm); B) Control Negativo: Osteotomia critica sin implante ni
células afiadidas; C) Osteotomia critica con implante de lamina de titanio
perforada; D) Osteotomia critica con implante de lamina de titanio perforada
sembrada con células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo. Los
animales fueron sacrificados a los 30 dias de la operacion.

El nuevo método de inclusion y corte que hemos desarrollado y
denominado de las tres secciones ofrece grandes ventajas para obtener
secciones seriadas de tejidos duros y piezas grandes y poder estudiarlas a
diferentes niveles de aumentos, permitiendo realizar sobre dichas secciones una
amplia variedad de tinciones histologicas. En la presente tesis realizamos las
técnicas de azul de toluidina, rojo de alizarina, Von Kossa, Fluoropaque,
microscopia electronica de transmisidn, microscopia electronica de barrido y
microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EDAX).

El estudio experimental de los animales sometidos a osteotomia revelo
que el grupo A (osteotomia subcritica) regeneraba completamente el hueso, los
del grupo B (control negativo) no mostraron regeneracion, mientras que los de
los grupos C y D (implantados con lamina de titanio) conseguian regenerar el
hueso tras un mes desde la osteotomia, dandose una regeneracion méas completa
en el grupo D debido al efecto de las células madre afiadidas. EI microscopio
electronico de barrido mostrd una estructura trabecular del hueso neoformado
y el microanalisis EDAX hidroxiapatita en su matriz.



SUMMARY

A new inclusion and cutting method has been developed applied to a bone
regeneration study in which the suitability of the mentioned method has been
assessed, as well as the regeneration performed on rat mandibular bone after
the performance of a critical bone defect (4 mm) in said bone, observing, at all
times, the European and Spanish legislation for the use and management of
laboratory animals.

Four groups of animals were established: A) Positive Control: Subcritical
osteotomy (2-3 mm); B) Negative Control: Critical osteotomy (4 mm) without
implant or added cells; C) Critical osteotomy with perforated titanium
membrane implant; D) Critical osteotomy with the same implant of perforated
titanium membrane seeded with adipose-derived mesenchymal stem cells.
Animals were sacrificed 30 days after surgery.

The new inclusion and cutting method that we have developed and called “the
three sections” offers great advantages for obtaining serial sections of hard
tissues and large pieces and being very suitable to study them at different levels
of magnification, allowing a wide variety of histological stains to be performed
on these sections. In this thesis we performed the techniques of toluidine blue,
alizarin red, Von Kossa, Fluoropague, transmission electron microscopy,
scanning electron microscopy, and microanalysis by energy dispersive X-rays
(EDAX).

The experimental study of the animals subjected to osteotomy revealed that
group A (subcritical osteotomy) completely regenerated the bone, those in
group B (negative control) did not show regeneration, while those in groups C
and D (implanted with titanium membrane) were able to regenerate the bone
after one month from the osteotomy, with a more complete regeneration in
group D due to the effect of the added stem cells. The scanning electron
microscope showed a trabecular structure of the newly formed bone and EDAX
microanalysis showed hydroxyapatite in its matrix.
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A.INTRODUCCION

A.EL TEJIDO OSEO

El tejido 6seo constituye un tejido de sostén especializado del tejido
conectivo denso, en el que la matriz extracelular estd mineralizada,
principalmente por calcio, dotandole de gran dureza, si bien manteniendo
ciertas propiedades elasticas. El tejido 6seo recién formado se conoce como

osteoide o prehueso y altin no se encuentra calcificado.

En su estructura encontramos capas de unos 3 pm de espesor que se
conocen como laminillas Oseas, entre las cuales se observan unos espacios
alargados llamados lagunas 6seas u osteoplasmas, que se comunican con los de
las laminillas contiguas mediante finisimos canaliculos llamados conductillos

calcoforos, que atraviesan perpendicularmente las laminillas.

1. Tipos

a) Compacto (denso):

Es el tejido propio de las diéfisis de los huesos largos y se caracteriza porque
las laminillas siguen, generalmente, una distribucion concéntrica alrededor de
las ramificaciones vasculares sanguineas que discurren por tineles conocidos
como canales de Havers, los cuales siguen la direccion del eje longitudinal del
hueso. Dichos canales se encuentran comunicados por conductos de

disposicion preferentemente transversal llamados conductos de Volkmann o



perforantes. Al conjunto de laminillas alrededor de un canal de Havers se le
denomina sistema de Havers u osteona (Fig. 1) y, en las regiones periférica e
interna de las diafisis, las laminillas se disponen siguiendo toda la
circunferencia del hueso, constituyendo las laminillas circunferenciales

externas e internas, respectivamente.

Figura 1. Tejido 6seo compacto mostrando los sistemas de Havers u osteonas.

Hematoxilina y eosina. x300.

En los sistemas de Havers la disposicion de las fibras coldgenas es paralela
en cada laminilla, cambiando su orientacion con respecto a la laminilla
contigua. Una linea, conocida como linea de cemento, dotada de escasas fibras

colagenas no calcificadas, marca el limite entre dos sistemas de Havers.

b) Esponjoso (trabecular):

En este tipo de tejido o6seo las laminillas no se organizan
circunferencialmente, sino formando una trama tridimensional irregular de

trabéculas o espiculas entre las cuales se dispone médula dsea. Es el propio del



interior de los huesos cortos y planos, asi como de las epifisis de los huesos

largos (Fig. 2).

Figura 2. Tejido 6seo esponjoso mostrando trabéculas no completamente osificadas,

osteoblastos y osteoclastos. Hematoxilina y eosina. x850.

2. Elementos

a) Matriz Osea

La matriz extracelular del tejido 6seo consta de dos componentes: el

organico (23%) y el inorgéanico (77%).

El componente orgénico estd constituido por un 88% de colageno,
principalmente de tipo I y en menor medida de tipo V, y de sustancia
fundamental (amorfa) que incluye glucosaminoglicanos como el hialuronano,
condroitinsulfato y queratansulfato, glucoproteinas como ostecalcina (BGP),

osteonectina y osteopontina, ademas de varias sialoproteinas.

En cuanto al componente inorganico o mineral lo constituye, en su mayor
parte, fosfato de calcio mayoritariamente cristalizado en forma de

hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),), con una pequena cantidad de fosfato. El

10



tejido O0seo contiene mas del 99% del calcio del organismo. Los cristales
aparecen como agujas de 3 nm de espesor y hasta 60 nm de longitud. Ademas,
se encuentran iones magnesio, potasio, sodio, carbonato, citrato y estroncio y

algunos metales pesados adsorbidos a los cristales como el plomo y el oro.

b) Células (Fig. 3)

Direction of BMU
propagation

Symmetry

: — Cortical
line A similar
remodeling
rOCess OCCurs
in cancellous
bone, but

within a canopy

 The cutting ) Reversal Closing

cone zone zone
) a4 }.—o .
(L% ) Reversalcell (%% ) Osteoclast Osteocyte Pericyte
@ ) Osteoprogenitors (@) Monocyte/ () Active
o 'I macrophage @ osteoblast

Figura 3. Esquema mostrando la unidad de regeneracion 6sea (BRU) con las células
implicadas en el proceso. BMU: Unidad multicelular basica. (Tomado de Bolamperti et al.

2022).

- Células osteoprogenitoras (osteogénicas)

Son células madre provenientes de la célula mesenquimatica CFU-F
(Unidad formadora de colonias fibroblasticas) que, en situacién de reposo, se
muestran aplanadas en la capa celular (interna) del periostio y en el endotelio

que tapiza las cavidades medulares y los conductos de Havers y de Volkmann.
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Su nucleo es ovoide palido y poseen un citoplasma escaso, con algunas
cisternas de reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas libres y escaso aparato
de Golgi. Durante el crecimiento y tras la fractura del hueso, estas células se
activan por las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) segregadas por las
cé¢lulas madre mesenquimales (estromales) de la médula 6sea y dan origen a

osteoblastos y condroblastos (Fig. 3).

Los pericitos que expresan receptor de leptina (LepR™) pueden ser
considerados osteoprogenitores (Delaisse et al. 2005) y ven incrementado su
numero por la parathormona (Caire et al. 2019). Un tipo particular de vasos
sanguineos, denominado tipo H, que estan rodeados de abundantes cé¢lulas
osteoprogenitoras expresan altos niveles de CD-31 y endomucina, y se hallan
localizados tanto en la proximidad de los cartilagos de crecimiento como en el
periostio y endostio. Estos vasos se ven incrementados por la liberacion del
factor de crecimiento derivado de las plaquetas tipo BB por parte de los
preosteoclastos, factor que, asimismo, induce el reclutamiento de células

osteoprogenitoras.

- Osteoblastos

Son los encargados de producir la matriz extracelular. Se muestran como
células grandes basoéfilas de aspecto redondeado o poliédrico irregular que
presentan uniones comunicantes (tipo nexo) con las vecinas y con osteocitos.
Poseen un gran desarrollo del reticulo endopldsmico rugoso, un notable aparato
de Golgi de disposicion perinuclear, algunas mitocondrias y, entre el resto de
organulos, destaca la presencia de las llamadas vesiculas matriciales, pequenas
vesiculas de 50 a 250 nm de didmetro limitadas por membrana que contienen

gran cantidad de fosfatasa alcalina.
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Con una vida media de unos tres meses, mantienen la capacidad de division
y sintetizan tanto coldgeno como la sustancia fundamental. Se disponen
alineados en una fila (Fig. 3) para formar las laminillas dseas, de manera que,
una vez formadas éstas, quedan confinadas en las lagunas Oseas
transformandose en osteocitos, los cuales muestran escasa actividad, aunque

también ejercen sus funciones.

Los osteoblastos segregan coldgeno I, osteonectina, osteocalcina,
sialoproteina O0sea, osteopontina, proteoglicanos y fosfatasa alcalina, siendo,
asimismo, responsables de la calcificacion de la matriz, que se inicia con el
vertido de las vesiculas matriciales. También secretan citoquinas y factores de
crecimiento implicados en la formacion y resorcion del hueso, como son las
interleucinas 1, 6 y 11, que estimulan la formacion y activacion de osteoclastos.
Dicha secrecion es favorecida por la parathormona y la vitamina D, vitamina
que también estimula la secrecion de osteocalcina por el osteoblasto. Otros
factores segregados por los osteoblastos son el factor de crecimiento simil
insulina (IGF-I), prostaglandinas como la PGE, -que, junto con Ia
parathormona, estimula la produccion de IGF-I-, el TGFp (factor de crecimiento
transformante f), que provoca la atraccion quimiotactica de células
osteoprogenitoras y estimula la maduracion y activacion de los osteoblastos a

la vez que inhibe la actividad de los osteoclastos.

Los osteoblastos, ademas, establecen una comunicacion intercelular con los
osteoclastos, a los cuales estimulan en su diferenciacion mediante RANKL-
osteoprotegerina, interleucinas 1 y 6, TNFa, M-CSF y el contacto directo a
traves de efedrina, semaforina 3A 'y vias activadoras por ligando FAS, mientras
que, a su vez, los osteoclastos influyen sobre la diferenciacion de los
osteoblastos favoreciéndola mediante la BMP 6, la esfingosina-1-fosfato (S1-
P), el PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas) y la liberacion

de la matriz extracelular durante la resorcion de TGFp; y IGF-1 inhibiendo
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dicha diferenciacion mediante la secrecion de semaforina 4D (SEMA 4D) (Kim

et al. 2020).

Los osteoblastos pueden pasar a la circulacidén sanguinea y colonizar otros

huesos que requieran reparacion (Kuznetsov et al. 2001).

- Osteocitos

Como hemos dicho, el osteocito es el osteoblasto confinado en el
osteoplasma y con escasa actividad. Poseen un nucleo eliptico con escaso
citoplasma alrededor y de 50 a 100 finas expansiones citoplasmicas (Fig. 3) que
penetran por los conductillos calcoforos hasta establecer uniones comunicantes
entre si y con osteoblastos, a través de las cuales envian sefiales para la
remodelacion dsea en virtud, al parecer, de la capacidad de los osteocitos para
detectar cambios piezoeléctricos. Se establece asi una red protoplasmica

tridimensional que no rebasa la linea de cemento.

Presentan una vida media de unos 25 afios (Frost, 1963) y representan mas
del 90% de las células 6seas del adulto, unos 42.000 millones (Boenzli y Sims,
2015) y se han distinguido tres tipos segiin el momento funcional: 1) Latentes,
con escasos reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi; 2) Formativos,
que segregan osteoide dentro del osteoplasma y poseen ciertas caracteristicas
que recuerdan a los osteoblastos; y 3) Resortivos, con abundante reticulo
endopladsmico rugoso y aparato de Golgi, asi como visibles lisosomas, que por
estimulo da la parathormona, llevan a cabo la denominada ostedlisis

osteocitica, que libera calcio para aumentar la calcemia.

Los osteocitos pueden inhibir la osteoblastogénesis y estimular la
osteoclastogénesis mediante la secrecion de esclerostina (SOST) (Winkler et al.

2003).
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El liquido extracelular 6seo es particular y su flujo se ve inducido por las
tensiones mecanicas ejerciendo una accion sobre los mecanorreceptores de los
osteocitos (Qiu et al. 2020). Las modificaciones de este flujo de liquido
extracelular pueden ser captadas por los osteocitos mediante los siguientes
mecanismos: 1) Protrusiones colagenas, que son proyecciones de matriz
colagena en los conductillos calcoforos que se unen directamente a las
prolongaciones del osteoclasto; 2) Integrinas B; y B3, que participan en la
formacion del complejo de kinasa de adhesion focal en las prolongaciones del
osteocito; 3) Cilios primarios, dotados de capacidad sensorial para el flujo, que
promueven el aumento de osteoprotegerina en relaciéon con el ligando del
receptor activador para el factor nuclear kappa B (RANKL) mediante un
mecanismo independiente de calcio; 4) Conexina 43, componente de las
uniones comunicantes o tipo nexo, que media la transduccién de senales
mecanicas; y 5) Canales 16nicos mecanosensitivos, como los compuestos de

Piezo 1, altamente sensibles a la tension del plasmalema del osteocito (Qin et

al. 2020).

La deformacion del citoesqueleto del osteocito produce la entrada de calcio
via activacion de TRPV4, lo que conlleva contracciones de la membrana celular
que favorecen la produccion y liberacién de vesiculas extracelulares que

contienen mediadores intercelulares de informacion (Colombo et al. 2014).

Las sefiales mecanicas activan la via Wnt en el hueso mediante la supresion
de esclerostina —antagonista del receptor Wnt- (Sato et al. 2020). Los osteocitos
también disminuyen la expresion de esclerostina ante una disminucion de

oxigeno (Slegen et al. 2018).

La secrecion de la proteina WNT estimula la célula diana, de manera que
ello estabiliza la B-catenina en el citoplasma, la cual se transloca al ntcleo,
donde induce la expresion de genes relacionados con la osteogénesis (Karner y

Long, 2017). La sefializaciéon de WNT-B-catenina en osteoblastos y osteocitos
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reprime indirectamente la diferenciacion osteocldstica y resorcion oOsea al

estimular la secrecidon de osteoprotegerina (Baron y Kneissel, 2013).

Los osteoclastos pueden estimular a osteoblastos sin necesidad de que haya
resorcion Osea (Osteoclastos anabolicos). Esta actividad anabdlica acoplada
con los osteoblastos se ha comprobado con el incremento de ARNm en los
osteoblastos co-cultivados con osteoclastos (Luo et al. 2016) y el reclutamiento

de precursores osteoblasticos (Sims y Martin, 2020).

- Células tapizantes oseas

Son células aplanadas con escaso citoplasma que se localizan en las
trabéculas quiescentes, en endostio, superficie endocortical y al final de la
formacion del hueso. Provienen de la diferenciacion terminal de los
osteoblastos y mantienen contactos funcionales con €stos, con los precursores
de osteoclastos y con los osteoclastos mediante moléculas de adhesion

intercelular-1 (ICAM-1).

Recubren las superficies del hueso interponiendo, mediante uniones
estrechas, una barrera i6nica entre el hueso y el liquido extracelular sistémico
en la homeostasis del calcio. Muestran positividad a marcadores de

osteoblastos, como son la fosfatasa alcalina, osteocalcina y osteonectina.

Se encuentran recubiertas por un estrato de células derivadas del
mesénquima llamado envoltura de médula dsea, también con propiedades
osteoprogenitoras (Delaisse et al. 2020), que constituye el dosel que separa
los osteoclastos de los osteoblastos de la médula 6sea, generando asi el
compartimento de remodelacion osea, pudiendo a su vez digerir restos de

fibrillas colagenas (Fig. 3).
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- Osteoclastos

Son células gigantes multinucleadas (Fig. 3), con nucleos ovoides de
cromatina laxa y uno o dos nucleolos. Su citoplasma es eosinéfilo y se halla
dotado de varios dictiosomas, numerosas mitocondrias y lisosomas con
fosfatasa acida resistente a tartratos (TRAP) -util como marcador para estas
células- ademads de otras hidrolasas, colagenasa y acidos orgénicos. Poseen una
vida media de unas dos semanas (Manolagas, 2000). En algunos osteoclastos
se observa un citoplasma espumoso y, en el borde orientado hacia el hueso, un
ribete fruncido constituido por profundos pliegues, entre los cuales se
distinguen cristales de hidroxiapatita. El hueso de la zona proxima al
osteoclasto aparece horadado en forma semilunar como resultado de la
actividad litica sobre la matriz, recibiendo este espacio creado el nombre de

laguna de Howship.

La zona de activacion aparece sellada en forma de anillo a consecuencia de
las uniones del plasmalema a la matriz mediante moléculas de adhesion celular,
creandose un espacio subosteoclastico donde se liberan las enzimas
lisosomales, debiendo estar mineralizada la matriz para que el osteoclasto
actiie. En su accion, el osteoclasto segrega HCl y proteasas como la catepsina
K, TRAP y metaloproteinas. La matriz extracelular es endocitada y tras su
ulterior degradacion intracelular, exocitada por la cara basolateral. La
interaccion con la matriz estd mediada por el complejo integrina a5B3, que
reconoce motivos RGD en proteinas tales como fibronectina, osteopontina y

sialoproteinas Oseas.

Su activacion por la parathormona es indirecta ya que no poseen receptores
para ella y, como se dijo antes, esta hormona paratiroidea actia sobre los
osteoblastos, quienes mediante la secrecion principalmente de las interleucinas

1, 6 y 11 activan a los osteoclastos. La calcitonina, sin embargo, si acta
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directamente inhibiendo a los osteoclastos al unirse a receptores que éstos

poseen para ella.

Los osteoclastos se forman por fusion de preosteoclastos, células
precursoras presentes en el tejido 6seo TRAP positivas provenientes de la célula
madre CFU-GM del tejido hematopoyético, que también da lugar a
granulocitos neutréfilos y monocitos. El factor estimulante de la colonia de
macréfagos (M-CSF) segregado por osteocitos y células endoteliales constituye
el estimulo, junto al RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear
Ksg), para que la CFU-GM siga la linea de diferenciacion a osteoclastos, estando
mediada la fusion de las células mononucleares por la proteina transmembrana

DL-STAMP (Verma et al. 2018).

En el compartimento de remodelacion 6sea, la WNT-5a de los osteoblastos
primero favorece la osteoclastogénesis y después, a medida que los precursores
osteoclasticos se diferencian, la WNT-5a aumenta, llevando a un subsiguiente
incremento de la fusiéon de osteoclastos y de su actividad. En estadios
posteriores, la produccion de WNT-5a por osteoclastos maduros favorece la
osteoclastogénesis ya que WNT-5a coopera con la sefalizaciéon Wnt canonica
y, en consecuencia, este incremento de osteoblastos puede rellenar la cavidad
reabsorbida en el momento adecuado. Los osteoclastos pueden ser reciclados a
osteomorfos, que son osteoclastos altamente moviles que permanecen en la
médula o0sea adyacente y retienen la capacidad de volver a fusionarse en

osteoclastos funcionantes.

- Células revertidas

Son células mononucleares que colonizan las lagunas de Howship tras la
accion de los osteoclastos cubriendo la matriz no mineralizada no digerida

(Dempster et al. 2013). Carecen de marcadores especificos, aunque son
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positivas a algunos marcadores del linaje osteoblastico, y pudieran originar
osteoblastos con capacidad de digerir restos de fibrillas colagenas al igual que

las células tapizantes oseas (Fig. 3).

¢) Calcificacion

La mineralizacion del hueso también se conoce como calcificacion al ser el
calcio el principal mineral implicado. El calcio en el osteoide estd en equilibrio
con el calcio ionizado de la sangre, modificandose su concentracion en funcion
de los requerimientos homeostaticos, por lo que a este osteoide se lo conoce
también como hueso metabdlico o labil, en contraposiciéon con el hueso
estructural, calcificado por completo, cuyo calcio solo puede ser movilizado en
el proceso de resorcion. En el osteoide el colageno se relaciona con menos

glucoproteinas que en el tejido calcificado.

Para que tenga lugar la calcificacion la concentracion de Ca™ y PO,* debe
superar el nivel umbral normal. La osteocalcina y otras sialoproteinas fijan el
calcio creando una concentracion local extracelular alta, lo cual estimula a los
osteoblastos para que segreguen la fosfatasa alcalina, con lo que aumenta la
concentracion local de PO4* y esto, a su vez, favorece el incremento de la
concentracion de Ca™. Ante estas altas concentraciones de Ca™ y PO,*, los
osteoblastos liberan las vesiculas matriciales, con fosfatasa alcalina y
pirofosfatasa, que escinden los iones PO4** de otras moléculas de la matriz y
todo ello provoca el aumento del punto isoeléctrico local conllevando a la
cristalizacion del fosfato calcico en las vesiculas matriciales circundantes
dando lugar a la formacion de los cristales de hidroxiapatita, que van creciendo
con rapidez por acrecion y depositandose sobre las fibrillas coldgenas, e incluso

dentro de éstas, mineralizando la matriz.
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Una mineralizacion primaria ocurre a los 3-4 dias y comprende el 80% del
total, para llegar a completarse mas lentamente a los 3 6 4 meses en una

mineralizacion secundaria durante la cual los cristales de hidroxiapatita crecen.

d) Remodelacion

Ya se ha evidenciado que el hueso, con su tejido 6seo y demas componentes
que lo integran, es una estructura viva que, como le corresponde, se adapta a
los requerimientos de las variaciones ambientales y da muestras claras de
reestructuracion o remodelacion a pesar de su apariencia recia y estable, como
ya sefial6 Wolf en 1892 y fue magistralmente aplicado en la clinica
traumatologica y ortopédica por Trueta a mediados del siglo pasado (Trueta,
1976). Se ha calculado que 9,1 millones de osteocitos son reemplazados
diariamente durante la remodelacion y descrito mecanosensibilidad en
osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células tapizantes 0seas, ademas de en
plaquetas, miocitos, fibroblastos, condrocitos y células endoteliales (Ma et al.

2023).

Para llevar a cabo dicha remodelacion deben actuar antagénica pero
coordinadamente osteoclastos y osteoblastos, ejerciendo uno la resorcién y el
otro la formacion del tejido 6seo en la conocida como Unidad Remodeladora

Osea (BRU) (Fig. 3) (Bolamperti et al. 2022).

El liquido intercelular del espacio subosteoclastico tiene un pH de
aproximadamente 4 a consecuencia del bombeo de protones ejercido por una
ATPasa de su plasmalema, la cual activa las enzimas que conduciran a la
desintegracion de la matriz. Asimismo, se ha descrito también en el osteoclasto
la presencia de anhidrasa carbonica en el citoplasma del osteoclasto proximo al

borde fruncido, que libera protones por disociacidon del acido carbonico.
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Se distingue un cono de corte o conducto de resorcion por el que avanzan
los osteoclastos abriendo la cavidad de resorcion seguidos de capilares,
pericitos y osteoblastos, y un cono de cierre. La cavidad de resorcion se muestra
como conductos alargados en los que los osteoclastos eliminan todos los restos
para que las células osteoprogenitoras de la superficie interna de la cavidad
originen osteoblastos y procedan a la formacién de nuevas laminillas Oseas.
Tras la resorcion se cierra la superficie 6sea libre con una linea de cemento,
adaptandose asi las osteonas o trabéculas a las lineas de fuerza que demandan

las necesidades del individuo.

La remodelacion dsea esta influida por 2 factores principales liberados por
la matriz extracelular: TGFg e IGF-I, que favorecen el reclutamiento y
diferenciacion del linaje de cé€lulas osteoblasticas, asi como la mineralizacion,
y regulan la actividad osteoclastica, por lo que se las denomina factores de
acoplamiento. La microbiota también es un factor influyente (Lyn et al. 2023)
y nuevos estudios estdn aportando evidencias que sugieren que también los
macrofagos (OsteoMacs) y otras c€lulas de linaje mieloide estan implicadas en
la remodelacion 6sea (Weivoda y Bradley, 2023). Y, asimismo, la secrecion del
factor osteoclastogénico de los linfocitos T activados (SOFAT) juega un papel
esencial en la remodelacion 6sea, como se ha comprobado en la artritis

reumatoide y en la periodontitis (Zhang et al. 2022).

Las moléculas guia neuronales, como las netrinas, siltas, semaforinas,
efrinas y receptores Eph también juegan un papel en la homeostasis del hueso
(Seu y Erber, 2022). Asimismo, se ha descrito que el factor inducible por
hipoxia la juega un papel central en la regulacion de la formacion de hueso y
cartilago, induciendo la invasion vascular y la diferenciacion de células
osteoprogenitoras, de manera que media la respuesta adaptativa de las células
a los cambios en los niveles de oxigeno (You et al. 2022) y, por su parte, el

FTY720 incrementa las células inmunitarias pro-regenerativas como
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neutrofilos, macréfagos y monocitos, asi como la vascularizacion, proliferacion
celular y deposito de coldgeno favoreciendo la regeneracion 6sea, muscular y
de mucosas primariamente mediante el control de células inmunitarias locales;
de tal manera que se reduce el componente inflamatorio del proceso de curacion
y se incrementa la migracion de células pro-regenerativas como neutrofilos y
macréfagos a la zona (Behava y Goudy, 2023). Finalmente, se han descrito
factores derivados de la neurona como SEMA3A, sustancia P, péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), secretoneurina, esprexina,
neuropéptido Y y VIP, que muestran un papel destacado en la regeneracion

craneofacial (Asefa, 2023).

¢) Reparacidn de fracturas

Tras una fractura, como ocurre con otras heridas, los neutrofilos son los
primeros en llegar al foco de la lesion seguidos de los macréfagos, que
comienzan a limpiar de restos la escena. A continuacion, proliferan los capilares
y los fibroblastos invaden el lugar formando el llamado tejido de granulacion,

que va rellenando la brecha.

A cada lado de la linea de fractura se produce la necrosis de osteocitos por
isquemia, al igual que ocurre en cierta medida en el tejido peridstico y en la
médula osea. A los dos dias, suele reconocerse bien el limite irregular entre el
hueso muerto y el vivo. Se produce, entonces, una gran proliferacién de las
células osteoprogenitoras, sobre todo desde la capa osteogénica (interna o
celular) del periostio proximo a la fractura; y unos dias mas tarde, también del

endostio, que daran lugar al callo externo e interno, respectivamente.

La proliferacion de las células osteoprogenitoras del periostio conforman el
callo externo a modo de collar alrededor de la fractura, encontrandose también

en dicho callo proliferacion de vasos, sobre todo en la zona mas profunda del
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callo, por lo que las células osteoprogenitoras de este nivel, al encontrarse mas
oxigenadas, se diferencian a osteoblastos, que producen trabéculas dseas, en
tanto que en la zona externa, menos irrigada, la diferenciacion de las células
osteoprogenitoras es hacia condroblastos para formar cartilago. En los huesos
largos los capilares y células osteoprogenitoras de la zona fracturada proliferan
desde los extremos de los fragmentos a partir de los conductos de Havers,
contribuyendo asi al callo interno, que se forma desde dichos extremos para

constituir un puente entre ambos mediante trabéculas en la cavidad medular.

Aproximadamente a la semana, pueden distinguirse tres capas en el callo
externo: células osteoprogenitoras proliferantes, cartilago y trabéculas Oseas
unidas al hueso preexistente, para ir produciéndose la fusion de los callos
externo e interno. El callo cartilaginoso es sustituido finalmente por hueso

formando un callo de tejido dseo esponjoso.

La matriz de hueso muerto es excavada con lentitud por los osteoclastos
(excepto donde las nuevas trabéculas han quedado fijadas) y los osteoblastos
que colonizan las oquedades creadas dardan lugar a la formacion de nuevo
hueso. El callo 6seo se va remodelando paulatinamente perdiéndose las
trabéculas periféricas una vez fortalecida la zona central con hueso nuevo. El

callo externo puede desaparecer después de unas 16 semanas.

La fijacion interna de la fractura mediante placas u otros medios metélicos

favorece en gran medida la consolidacion, evitando el callo externo.

La primera union lograda entre los fragmentos de un hueso largo es hueso
inmaduro, que posteriormente se verd atravesado por osteonas que cruzan desde
un fragmento a otro insertando a ambos, para a continuacion irse poblando de
nuevas osteonas, lo cual requiere mucho tiempo y la remodelacion completa
serd inspirada por el movimiento de esa region, durando el proceso entre 6 y 12

Ss€manas.
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Una fractura, por ejemplo, en la diafisis de un hueso largo, que mantiene
unidas las superficies fracturadas, puede formar un coagulo que se transformara
en un tejido de granulacion, el cual, si las condiciones son favorables,
evoluciona a tejido conjuntivo denso, fibrocartilago y callo fibrocartilaginoso.
Simultdneamente, a partir del periostio y del endostio, se diferencian los
osteoblastos que forman en las zonas periféricas de la fractura, hueso
neoformado. La evolucion del callo fibrocartilaginoso es similar a la osificacion
endocondral de las diafisis de los huesos largos, es decir, pierde
progresivamente las células cartilaginosas depositandose sales minerales sobre
sus restos. Cuando toda la zona de cartilago se ha transformado en hueso,
comienza la remodelacion de la zona de fractura reorganizandose tanto la zona

medular de hueso esponjoso como la cortical de hueso compacto.

El proceso regular de reparacion de un defecto 0seo, fractura, cirugia,
exeresis tumoral, etc., como vemos, es similar a la osteogénesis y, por lo tanto,
puede repararse la lesion Osea mediante procesos similares a los de la

osificacion endocondral o a los de la osificacion membranosa.

El mecanismo de la diferenciacion osteogenica parece estar controlado
durante el desarrollo embrionario por las proteinas morfogenéticas del hueso
(BMPs), que inducen en las células mesenquimales la activacion de un factor
de transcripcion denominado factor alfa de union central-1 (CBAL) (Hall,
1988). Este factor, al parecer, activa los genes que codifican diversas proteinas
de la matriz 0sea extracelular, como son la osteocalcina y la osteopontina
(Komori et al. 1997). Asi pues, las BMPs, la osteocalcina y la osteopontina

podrian participar en la reparacion de las lesiones del tejido 6seo.
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f) Hueso Inmaduro y Hueso Maduro

H. Inmaduro

Posee mayor celularidad que el maduro, distribuyéndose sus células
irregularmente, en tanto que su matriz extracelular contiene mayor proporcion

de sustancia fundamental.

Persiste en el adulto en los alveolos dentarios -lo que permite las
correcciones ortodonticas-, cerca de las suturas craneales, en el laberinto 6seo
y junto a inserciones tendinosas y ligamentosas -donde se mezcla con el hueso

maduro- y en las regiones de regeneracion y reparacion Oseas.
Se distinguen dos variedades:
Hueso tejido (de malla)

Presenta haces de fibras coldgenas dispuestos en diferentes
direcciones en una sustancia fundamental con mayor porcentaje
de glucosaminiglicanos y glucoproteinas que el maduro, lo que le
confiere basofilia. Asimismo, contiene mayor contenido de calcio

que los otros tipos.
Hueso en haces

Presenta haces gruesos de fibras colagenas, que pueden correr
paralelas, y osteocitos entre ellas, mostrando una mayor

proporcionalidad de células.
H. Maduro (Laminado)

Presenta mayor regularidad en la disposicion de las células con
osteoplasmas mas estrechos que en el hueso inmaduro. Va afiadiendo nuevas
capas de 4 a 12 um de espesor a la superficie dsea, disponiéndose las fibrillas

colagenas de cada capa formando angulo con las de las capas adyacentes. Posee
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mayor cantidad del cemento mineral en detrimento de una menor proporcion

de células.

B. IMPORTANCIA CLINICA

Como se ha sefialado, el tejido 6seo, al igual que otros tejidos bioldgicos,
posee una importante capacidad de regeneracion (Rentsch et al 2012) que se
halla en la base de la fisiologia, patogenia y terapia de numerosos procesos de
especialidades biosanitarias tales como la traumatologia, la ortopedia o la
odontologia. Dicha capacidad de regeneracion del tejido éseo, no obstante, es
limitada y varia con numerosos factores como el tipo de hueso, zona, edad, etc.
(Zingerwenger et al. 2013), de manera que la regeneracion 6sea puede fracasar
en una zona si se produce una lesién mayor que su capacidad regenerativa. En
este caso, si las caracteristicas del micromedioambiente son desfavorables, se
produce inestabilidad mecanica y la lesion no cura espontaneamente,

haciéndose necesaria la intervencion quirdrgica (Perry et al. 1989).

En relacion con los huesos de origen mesenquimatico, como el que es
objeto de nuestro estudio, se han venido utilizando como modelo de la
evolucidn general de la reparacion de una lesion los estudios experimentales y
comparativos de la reparacion de defectos 6seos mandibulares de tamafio
critico (4 mm) en rata (Barrientos et al. 2020), asi como los estudios de Chin et
al. (2013), quienes, ademas de un tamafio critico de 5 mm, realizaron
comparaciones con osteotomias subcriticas (2 mm), observando estos ultimos
autores que la regeneracion dsea es un proceso similar al desarrollo embrionario
del tejido Oseo, pero sin llegar a reparar totalmente la lesién ni de 5 ni de 2 mm
hasta los 90 dias de postoperatorio estudiados. En el segundo y tercer dia

postoperatorio hallaron restos celulares, fibrina y necrosis en la zona central de
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la lesidbn con osteogenesis reactiva en la periferia y con produccién
desorganizada de colageno. En el quinto dia los autores de este estudio
encontraron células gigantes, fibrosis, angiogénesis y osteocitos en el area
central rodeados por la matriz celular del hueso inmaduro. Durante los dias 10°
y 15° los autores observan una capa de hueso trabecular neoformado con
progresivo engrosamiento, reduccion de osteoblastos activos y deposicion
laminar de colageno. Desde el dia 30° postoperatorio hasta el 90° los margenes
del defecto presentan una estructura de hueso compacto con sistemas

haversianos y osteocitos (Chin et al. 2013).

Al tamarfio a partir del cual la lesion dsea no cura espontaneamente se le
denomina “Tamafo Critico” (TC). Como ejemplo de estudios del tamafio
critico en el tejido dseo, podemos considerar el realizado por Zingerwenger et
al. (2013). Estos autores establecieron que, en el fémur de ratones, defectos
6seos de 3 mm de diametro no curan espontdneamente, mientras que los
defectos de 2 mm cierran aproximadamente en un 38% y el cierre en los

defectos de 1 mm se aproxima al 62%.

Los defectos 6seos mayores que el tamafio critico, grandes defectos
ortopédicos, u otras condiciones desfavorables, como hemos mencionado
anteriormente, hacen necesario el implante quirtdrgico de un soporte que
posibilite e incluso favorezca la curacion de la lesion O0sea mediante la
formacidn de hueso nuevo. Numerosos estudios experimentales muestran que
la existencia de una separacion entre el tejido receptor y el implante disminuye
la cantidad de hueso regenerado. Se ha calculado una disminucion de hasta 6
veces con 2 mm de separacion, llegando a impedir el crecimiento 6seo cuando

la separacion entre el implante y el receptor es de 3 mm o0 mas.

En la implantologia oral, la mejor recuperacion de un defecto éseo se
obtiene mediante el implante de hueso aut6logo, independientemente de la zona

de la que proceda dicho implante. ElI implante autélogo no produce reaccion
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inmunitaria y ademas posee las mejores caracteristicas en todos los aspectos de
la regeneracion dsea, por lo que este método esta considerado, en la actualidad,
como la regla de oro (gold standard) ya que con él se ha obtenido la mejor
recuperacion de un defecto 6seo, combinando propiedades osteoconductivas,
osteoinductivas e inflamatorias, con liberacion de citoquinasprop. Sin embargo,
el trasplante autélogo de hueso tiene varios inconvenientes entre los que
destacan la morbilidad, la escasez del material, el aumento del riesgo de
infecciones y el incremento de la intervencion quirdrgica (Camedella et al.
2007; Orona et al. 2008; Rentsch et al. 2012).

El material de relleno maés utilizado por los clinicos en la cavidad oral
mediante la técnica regeneracion 0sea guiada (GBR: guided bone regeneration)
es el llamado “Composite Graft” compuesto por un 50% de particulas de hueso
autdélogo y otro 50% de mineral de hueso bovino desproteinizado (DBBM)
(Buser et al. 2023).

C.INGENIERIA TISULAR

La Ingenieria Tisular es una especializacion de la Histologia que intenta
producir, con fines terapéuticos, érganos y tejidos para ser implantados en
sustitucion de los elementos dafiados o enfermos o favoreciendo la reparacion
de éstos. Los elementos que se deben considerar en la construccion de un
implante son: las células, en este caso células osteogénicas y osteoclasticas; los
soportes 0 andamiajes, donde se situaran las células; y los factores que
modifican o controlan el comportamiento biolégico del constructo. La
neoformacion Gsea requiere la actuacion coordinada de estos tres elementos.
En primer lugar, las células pluripotenciales se diferenciaran en células del

tejido G6seo con capacidad de proliferar (Burg et al. 2000; Giannoubis et al.
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2005); en segundo lugar, es necesaria la presencia de un sustrato adecuado para
la adherenciay la proliferacion de las células; y, en tercer lugar, en los procesos
de reparacion tisular participan factores que controlan la formacion,
mantenimiento y desarrollo del implante; asi por ejemplo, en el caso del tejido
6seo, la osteocalcina, osteopontina, interleucinas y proteinas morfogenéticas

0seas, entre otros.

1. Células

Las células que se utilizaron en los primeros estudios de los implantes 0seos
solian proceder de la diferenciacion de células madre mesenquimales obtenidas
de la médula oOsea. Estas células pueden diferenciarse en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos, o bien en células precursoras de éstas, que
interaccionaran con los soportes y con los factores de control que en conjunto

determinaran la reparacion del tejido 0seo.

En la actualidad se estan estudiando numerosas aplicaciones de las células
madre para curar 0 mejorar una gran variedad de enfermedades; sin embargo,
los conocimientos que poseemos sobre los mecanismos de control de la
diferenciacion celular todavia son insuficientes para aprovechar las

posibilidades que ofrecen estas células.

Las células madre pueden ser, segin su procedencia, embrionarias o
adultas. La célula madre embrionaria por excelencia es el zigoto que puede
generar los 6rganos embrionarios y extraembrionarios, son por tanto células
totipotentes. Las células madre embrionarias, por ejemplo, las del blastocisto,
tienen un gran potencial de diferenciacion, pueden dar lugar a cualquier tejido,
son pluripotentes y tienen una gran capacidad de proliferacion. Como

principales inconvenientes se pueden considerar la posibilidad de producir
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tumores, su rechazo inmunoldgico al ser heterélogas y los problemas éticos
derivados de su procedencia embrionaria. Las células madre adultas estan
presentes en los tejidos completamente desarrollados que encontramos en la
vida postnatal y pueden ser unipotentes, como las espermatogonias, 0
pluripotentes como las de la médula dsea. También existe la posibilidad de
reconvertir células diferenciadas en células madre, conocidas como celulas
madre inducidas o iPS (Takahashi y Yamanaka, 2006).

De la médula dsea se obtienen dos poblaciones de células madre: las
hematopoyéticas y las mesenquimales. Las células madre mesenquimales de la
médula désea son células pluripotentes y pueden generar todos los tejidos
mesodérmicos y mediante el proceso, actualmente controvertido denominado
transdiferenciacion, otros tejidos como el tejido nervioso. En relacion con la
patologia del tejido 0seo, se han utilizado células madre mesenquimales con
capacidad para diferenciarse en osteoblastos (Bruder y Caplan, 2000; Ringe et

al. 2003) junto con diferentes tipos de soporte.

Lo maés sencillo e inmediato es utilizar células madre mesenquimales de la
médula o0sea procedentes del mismo paciente. La obtencion de estas células
tiene varios inconvenientes, como son la dificultad técnica del procedimiento,
el dolor que produce la biopsia 6sea y la escasa cantidad de células madre que
se obtienen (Zuk et al. 2001). Una posible solucion a estos problemas seria el
implante de células osteoprogenitoras obtenidas a partir de células madre del

tejido adiposo.

El tejido adiposo, como la médula ésea, deriva del mesodermo embrionario
y posee ademas de adipocitos y células madre del tejido adiposo, células
procedentes de los vasos que posiblemente incluyan un tipo especifico de
células madre, fibroblastos o adipoblastos. Estos adipoblastos, en sus primeras
etapas de diferenciacion, no se distinguen morfoldégicamente de los

fibroblastos.
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Se ha demostrado que las células madre mesenquimales del tejido adiposo
(CMMTA) son capaces de proliferar activamente, mantener una poblacion de
células indiferenciadas y generar estirpes celulares diferenciadas. De esta forma
las CMMTA pueden diferenciarse en numerosos tipos de células de estirpe
mesodérmica como por ejemplo adipocitos, condrocitos, osteoblastos y
mioblastos (Zuk et al. 2002; Barrientos et al. 2020).

En relacion con las células madre de la médula Gsea, las del tejido adiposo
presentan las ventajas de que su obtencidn es mas sencilla, menos dolorosa, el
riesgo de complicaciones quirdrgicas es menor, se puede obtener mayor
cantidad y la aceptacion por el paciente es mas facil. La capacidad de
proliferacion y diferenciacion de las CMMTA es, cuando menos, similar a las
de la médula ésea (de Ugarte et al. 2003) y se ha estudiado su regulacién

epigeneética hacia la diferenciacion osteogénica (Wang et al. 2023).

Con CMMTA sembradas sobre un andamiaje de acido polilactico-co-glicélico
cubierto con hidroxiapatita se consiguid reparar pérdidas dseas de un tamafio
mayor que el tamafio critico (Cowan et al. 2004). Implantando este tipo de
células junto con hueso esponjoso, Lendeckel et al. (2004) consiguieron reparar
defectos de los huesos craneales producidos por traumatismo en un nifio de 7
afios. Sobre un soporte tridimensional de hidroxiapatita y fosfato tricalcico las
CMMTA son capaces de generar tejido 0seo cuando se implantan

subcutaneamente en ratones inmunodeficientes (Hicok et al. 2004).

Cultivando células progenitoras del tejido conectivo sobre laminas de
polidimetilsiloxano, Mata et al. (2007) demuestran que el crecimiento y la
morfologia de las células progenitoras varian segun la textura del soporte donde

crece y de forma similar sobre las superficies de titanio lisas o rugosas.

Los osteoblastos humanos SAOS-2 aumentan la secrecién de decorina,
osteopontinay colageno I. La estimulacion con 2 mT y 75 Hz produce un efecto
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similar al deposito superficial de hidroxiapatita siendo incluso mas efectivo este
ultimo tratamiento en cuanto a la secrecion de elementos estructurales de la

matriz extracelular (Fassina et al. 2010).

Las evidencias de diferenciacion de células madre mesenquimales en
células del tejido 6seo, cuando las células madre se depositan sobre tejido 6seo
preexistente no son muy soélidas ni muy numerosas. Sin embargo, si que hay
una fuerte evidencia de diferenciacion de células madre mesenquimales en
células del tejido 6seo en zonas ectopicas como tejido celular subcutaneo o

tejido muscular (Kusuma et al. 2015).

2. Soportes

Con relacion al hueso, los soportes pueden permitir tres fenomenos

complementarios: Osteoinduccion, Osteoconduccion y Osteointegracion.

La Osteoinduccion se refiere basicamente a la capacidad que tiene una
sustancia de producir la estimulacion de las células primitivas pluripotentes,
para desarrollar células de estirpe osteogénica y mantener una poblacion de
células madre. Se suele considerar que la osteoinduccién produce, mediante el
estimulo soluble adecuado, un reclutamiento de células osteoprogenitoras, que
se diferencian en celulas del tejido 6seo (Albrektsson y Johansson, 2001). La
induccion produce una transformacién en preosteoblasto que viene a ser la
verdadera induccién. El fenomeno de la osteoinduccion puede ser realizado en
drganos que no poseen tejido 6seo, dando lugar a una formacion ectopica de
hueso, habiéndose comprobado que el agente inductivo son las glicoproteinas
solubles BMPs, que pertenecen al grupo de los factores de crecimiento
transformantes. La osteoinduccion es un proceso que fomenta las mitosis de

células mesenquimales perivasculares produciendo la formacion de células
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osteoprogenitoras, como ocurre, por ejemplo, cuando actua el factor de

crecimiento transformante (TGFp).

La Osteoconduccion es un término que complementa al anterior y consiste
en el crecimiento de las células 6seas sobre una superficie, que logicamente sea
compatible, acompafadas de capilares neoformados y tejidos perivasculares.
También este proceso explica como las células 6seas pueden penetrar en el
interior de una estructura tridimensional con huecos en su interior. La
Osteoconduccién no diferencia entre conduccion y el crecimiento celular que

puede propulsarla.

La Osteointegracion es empleada para definir un contacto directo entre el
hueso y un implante. La Osteointegracion es también el anclaje directo de un
implante por la formacion de tejido 0seo alrededor del implante, sin que se
genere un tejido fibroso en la interfaz material-hueso. Esta definicion se basa
en la imagen de la microscopia de luz, por lo tanto no puede ser diagnosticada
0 estudiada en la clinica y ha de ser sustituida por el estudio de la rigidez de la
fijacion mediante métodos fisicos. La rigidez de esta fijacion puede medirse
mediante radioestereofotogrametria, que determina la resistencia de la union

entre los dos elementos.

Podemos clasificar los soportes en dos tipos segun su funcién dentro del

defecto:

a) Membranas:
El objetivo de la membrana es crear un ambiente favorable para el
crecimiento 6seo (Schenk 1994) proporcionando un espacio fisico
separando los tejidos blandos que lo pudieran ocupar, favoreciendo asi
la colocacion del coagulo de sangre al que las células osteogénicas
puedan migrar, excluir las células no osteogénicas y permitir la

acumulacion de factores osteogenicos.

33



Muchas de estas membranas necesitan sistemas de fijacion sobre todo
cuando el area a regenerar es bastante amplia.

Las membranas pueden ser no reabsorbibles como el
politetrafluoroetileno (PTFE) o el titanio, o reabsorbibles. Las primeras
tienen el inconveniente de necesitar una segunda cirugia para ser
retiradas y pueden tener complicaciones y fracasar si se contaminan. El
PTFE fue el primer material utilizado con éxito desde los afios 80
(Gottlow 1983).

Las membranas reabsorbibles como el colageno pueden ser mas faciles
de colocar en pequefios defectos, pero no tienen solidez suficiente en el
caso de defectos verticales maxilares. Otras membranas reabsorbibles

son las de &cido polilactico coglicélico cuyo manejo es mas complicado.

b) Rellenos:
Surgieron como solucién para evitar que las membranas colapsasen
manteniendo el volumen marcado por éstas y dando solidez al coagulo.
Entre los materiales de relleno podemos encontrar el hueso aut6logo,
fosfato tricalcico, hueso bovino desproteinizado, hidroxiapatita o
plasma rico en plaguetas (PRP), todos ellos con distintas caracteristicas
osteoinductivas y osteoconductivas. También se debe tener en cuenta su
capacidad de ser reemplazado posteriormente en el proceso de

remodelacion 6sea.

En la reconstruccion de lesiones del tejido 6seo mayores del tamafio critico
es necesaria la utilizacién de algun tipo de soporte que posibilite y potencie la
regeneracion dsea. Asimismo, se ha de tener presente que, si se afiaden células
al soporte, éste debe favorecer la adhesion, proliferacion y diferenciacion de

éstas.
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Los materiales con los que se construyen estos puentes han de ser
biocompatibles y son principalmente ceramicas, metales y biopolimeros
(Gomes y Fernandes, 2010, Rodriguez-Méndez et al. 2018). Con esta finalidad,
se han utilizado numerosos tipos de aleaciones, andamiajes minerales, matriz

6sea desmineralizada, hidrogeles, etc. (Liu et al. 2023).

Para el tratamiento de defectos dseos, enfermedad periodontal y otras
enfermedades de los huesos maxilofaciales, se han utilizado implantes de los
que, como ya hemos mencionado, los autoinjertos son los mas eficaces, aunque
no dejan de tener algunas desventajas. Ademas de los autoinjertos 0seos se han
utilizado aloinjertos, es decir, procedentes de otro individuo de la misma
especie y xenoinjertos, procedentes de otras especies animales. Ademas de
estos injertos 6seos, se han utilizado numerosos materiales biocompatibles que
evitan problemas tales como el rechazo inmunologico, infecciones etc. Uno de
los grupos de biomateriales més utilizados es el fosfato de calcio, que contiene
los mismos elementos quimicos que el hueso. Como variedades de fosfato
calcico se distinguen, entre otros, la hidroxiapatita y el fosfato tricalcico. Ya se
explico la similitud de la composicion y estructura quimica de la hidroxiapatita
con la encontrada en el hueso, por lo que este material se utiliza frecuentemente

en clinica, aungue los resultados son relativamente inconsistentes.

El fosfato tricalcico se utiliza en dos fases diferentes o y B, que se
diferencian en la biocompatibilidad y en la conductividad (Montero et al. 2023).
Se ha observado que la biodegradacion de mezclas de tipos de fosfato célcico
es mayor que la de los compuestos puros, de manera que se esta utilizando
mucho una mezcla de hidroxiapatita y fosfato tricalcico B. El sulfato de calcio
tiene una resistencia fisica mayor que otros compuestos y se utiliza en
combinacion con fosfatos de calcio. También se ha empleado como soporte una
mezcla de monetita con Zn, fosfato calcico amorfo, hidroxiapatita y gel de

silice, que mostré mayor regeneracion 0sea en craneo de conejos que el hueso
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bovino anorganico y que el fosfato tricalcico B (Benito-Garzon et al. 2021).
Asimismo, tambieén se han ensayado como soportes compuestos de colageno e
hidroxiapatita empleando nanotecnologia (Sri et al. 2023) y andamiajes de
acido hialurénico y folatos Sr/zZn en la formacion de tejido osteocondral
(Asensio et al. 2021).

Entre otros soportes propuestos para la regeneracion del tejido 6seo se
hallan la espuma de poliuretano porosa, materiales plasticos y ceramica porosa
con propiedades similares. También se han construido andamiajes mediante
bioimpresion tridimensional con materiales como el &cido poli-lactico-co-
glicolico (PLGA) o biotintas de coladgeno. EI modulo de compresion obtenido
con PLGA es similar o incluso mejor que el del hueso trabecular de la
mandibula y su degradacion hidrolitica es relativamente baja (Karanth et al.
2023), si bien las células similares a osteoblastos necesitan de una cobertura de
fibrindgeno para anclarse bien al andamiaje y proliferar. Las celulas similares

a osteoclastos se adhieren bien y se diferencian y proliferan en los andamiajes.

También han dado buenos resultados los andamiajes de fibrina-agarosa y
membranas de colageno en la regeneracion osea (Garcia-Honduvilla et al.
2018; Martin-Piedra et al. 2021; De Leo6n-Oliva et al. 2023), reportandose
incrementos de la osteocalcina, del receptor de calcitonina, catepsina K,
RANKL y BMP2, a la vez que elevacion de factores de reclutamiento celular
como el receptor de quimioquina tipo 4 (CXCR4) que atrae a células
mesenquimales y el quimiotactico de monocitos proteina 1 (MCP-1) que
recluta osteoclastos (Turri et al. 2016). Por su parte, también han dado buenos
resultados membranas no reabsorbibles como las fabricadas con
politetrafluoroetileno (PTFE), que incrementan las células osteoprogenitoras
positivas a ebf-1/Runx2 y moléculas como la osteocalcina, osteopontina,

fosfatasa alcalina y sialoproteina dsea (Lima et al. 2008).
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También se han utilizado revestimientos, por ejemplo, de diferentes metales
y aleaciones con la finalidad de incrementar la osteointegracion, aungue no se
ha encontrado por el momento un revestimiento que sea claramente mas eficaz
que otros. El cubrir la superficie de un implante con fosfato tricalcico-

hidroxiapatita ejerce una influencia osteoconductiva.

En cuanto a los implantes metalicos utilizados, la mayoria son aleaciones
como el acero inoxidable 316L, cromo-cobalto o diversas aleaciones de titanio
(Geetha et al. 2009) como la Ti-6Al-4V (Liu et al. 2004; Rack y Qazi, 2006)
por su alta biocompatibilidad, resistencia a la corrosion, bajo mddulo de
elasticidad y alto cociente fuerza/peso (Zhao et al. 2006). Como inconvenientes
de estos soportes metalicos se encuentran el desgaste y el efecto escudo de
estrés debido al elevado modulo de elasticidad comparado con el hueso, ademas
de los largos periodos requeridos para la creacion de una interfaz estable con el
hueso circundante, siendo de esperar que se dé un nuevo impulso a este campo
con el ensayo de metamateriales que permita ir superando los inconvenientes

mencionados.

Las barreras oclusivas de titanio tienen propiedades osteoconductoras
(Lundgren et al. 2000). En el maxilar superior de pacientes humanos con este
tipo de implantes se produce una cantidad muy importante de hueso
neoformado aunque este hueso es inmaduro, incluso despues de un afio del
implante. No obstante, este tejido osteoide permite la sujecién de tornillos que

sirven de apoyo al implante de piezas dentarias.

El titanio, por su elevada biocompatibilidad, ha sido y es muy utilizado en
estomatologia, donde se han conseguido notables éxitos con diversas formas de
este metal. Generalmente los implantes tienen una superficie rugosa o se hallan
recubiertos de alguna sustancia como la hidroxiapatita, el PRGF (plasma rico

en factores de crecimiento), curcumina, vitamina K o PLGA, que aumentan la
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osteointegracion del implante (Anitua et al. 2009; Kim et al. 2019; Sarkar y

Bose, 2020), asi como recubrimiento de bioceramica (Yu et al. 2020).

La cubierta superficial con hidroxiapatita tiene mas efecto que el aumento
de la rugosidad o de la corrosion superficial con acido. Otros autores han
redundado en que las laminas de titanio poseen propiedades mecanicas y
osteogénicas superiores (Kehara et al. 2015; Sagheb et al. 2017; Rakhmartia et
al. 2019).

Para obtener la osteointegracion de un biomaterial es necesaria la adhesion
de las celulas del tejido 6seo al sustrato. Esta adhesion depende
fundamentalmente de la matriz extracelular que producen las células. Asi,
cuando se comparan la proliferacion celular o la diferenciacion de las células
con diferentes superficies de biomateriales, como, por ejemplo, hidroxiapatita,
aleacion cromo-cobalto, molibdeno o titanio, los resultados son muy diferentes.
Por el contrario, los estudios de microscopia electrénica han mostrado que la
ultraestructura de la interfase hueso-implante de los implantes hechos con
titanio puro, aleacion titanio-aluminio-vanadio, aleacion cromo-cobalto y acero
inoxidable es similar en todos ellos. La formacion de hueso nuevo, adyacente
al material implantado, puede ser clasificado como osteogénesis a distancia,
osteogénesis de contacto u osteogénesis de union. Los principales
constituyentes de la matriz extracelular producida sobre hidroxiapatita y titanio

fueron fibronectina, laminina, y colageno Il y I11.

La geometria de la superficie influye decisivamente en la osteointegracion,
por lo que se han estudiado numerosos métodos de crear poros, rugosidades,

surcos etc. que faciliten la unién celular al implante.

También se han utilizado espumas de titanio que, por su estructura fisica,
se asemejan a la estructura del hueso y permiten el crecimiento de células 0seas

en su interior.
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Los poros y las interconexiones deben ser mayores de 100 um para un
adecuado crecimiento y vascularizacién del implante. En los implantes en los
gue se han creado poros de distinto diametro para favorecer la osteointegracion
parece ser que el rango 6ptimo del didmetro de poro oscila entre 100 a 400 pum,
y entre 1 y 600 um en el caso de fosfato tricalcico (Blanco et al. 2018). Una
estructura porosa de implante de titanio transmite el estrés al tejido 6seo de

alrededor e incrementa la estimulacion mecanica del hueso (Liu et al. 2019).

Una osteointegracion similar a la de titanio ha sido obtenida con implantes

de zirconio con superficies modificadas (Kubasiewicz-Ross et al. 2018)

3. Factores

Diferentes factores solubles se han mostrado favorecedores de la
regeneracion. Entre ellos se encuentra el factor de crecimiento endotelial
vascular recombinante humano (rhVEGF), que depositado sobre la superficie
de hidroxiapatita/coralina, promueve la angiogénesis en los estadios tempranos
de la curacion de un defecto de tamafio critico en mandibula de perro o la

osteostatina sobre ceramica (Trejo et al. 2010).

Utilizando el mismo factor de crecimiento endotelial vascular, (int.5
Schliephake et al. (2012) observaron que este factor anclado sobre la superficie
fisicamente modificada de laminas de titanio favorecia la proliferacion de
celulas endoteliales de vena umbilical humana, estableciendo también que el
efecto angiogeénico se ejerce tanto a través de la porcion fija como de la porcion

liberada de este factor de crecimiento.

El &cido retinoico (AR) es uno de los factores mas utilizados para inducir

experimentalmente la diferenciacion de los tejidos embrionarios. Este derivado
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de la vitamina A incrementa la diferenciacion de los osteoblastos primarios in
vitro promoviendo la expresion de genes osteogénicos y el depoésito de sales

minerales sobre la matriz 6sea (Song et al. 2005).

Las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs) constituyen un capitulo
destacado dentro de este epigrafe. Son mediadores importantes en la
comunicacion osteoblasto-osteoclasto para el adecuado balance de la
remodelacion 6sea (Abe et al. 2000). Ademés de su participacion en la
formacion de hueso y cartilago, se ha descrito que las BMPs participan en el
desarrollo embrionario de vasos sanguineos, cerebro, higado, corazén, pulmén,

intestino, extremidades, 0jo, dientes y rifion.

En vertebrados aparecen con una estructura muy conservada dentro de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante 3 excepto la BMP 1. Se
han subdividido en los grupos BMP 2/4, BMP 5/6/7/8, BMP 9/10 y BMP
12/13/14 (Bordukalo-Niksic et al. 2022). Las BMPs 2,4,5,6,7 y 8 son
osteogénicas, mientras que la BMP 3 parece ser inhibidora (Bahamonde et al.
2001). Tras sucesivas modificaciones de sus proteinas precursoras en el
citoplasma, las BMPs son secretadas como mondmeros, que mediante puentes

disulfuro se dimerizan para formar la molécula activa (Bragdon et al. 2010).

Por su parte, también se han descrito efectos de las BMPs sobre los
osteoclastos. Las BMP 2, 5, 6 y 7 estimulan su diferenciacion, asi como el
RANKL, que incrementa su expresion en osteoblastos por efecto de las BMP
2,4y 7, mientras que las BMP 4 y 7 estimulan la accidn osteoclastica de
resorcion. A su vez, los osteoclastos segregan BMP 6 que estimulan a los

osteoblastos para su accién osteogénica (Bordukalo-Niksic et al. 2022).

Las BMPs llevan a cabo interacciones con moléculas de la matriz

extracelular como verse secuestradas por colageno 1V, pequefias proteinas ricas
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en leucinay fibrilinas, inhibiendo asi su funcion (Wu et al. 2016; Sedimeier et

al. 2017) y promoviendo su accion (Umulus et al. 2009).

Las posibilidades de estas BMPs han permitido que las 2, 5y 7 hayan sido
empleadas terapéuticamente en la regeneracion 0sea afiadidas a matrices de
colageno (White et al. 2007; Bishop y Einhorn, 2007).

Los principales inhibidores de las BMPs son la nogina y la cordina

(Zimmerman et al. 1996).

La vitamina D, sobre todo administrada sistémicamente, ayuda a la
regeneracion Osea y osteointegracion del implante. Aplicada junto a células
madre y osteoblastos incrementa la osteogénesis con aumento de la expresion
de genes que codifican las proteinas de la matriz dsea y la fosfatasa alcalina
(Sundar et al. 2023). Por su parte, los nervios sensoriales y simpéticos
interactian con el hueso mediante sus neuropeptidos, neurotransmisores,
proteinas, péptidos y derivados aminoacidos, estando la secretoneurina y la
esprexina implicadas en la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos, en el

metabolismo dseo, en su crecimiento y remodelacion (Assefa, 2023).

La BMP 2 incrementa la diferenciacion osteogénica de osteoblastos
primarios y de células madre competentes, asi como la aposicion de calcio
(Cochran et al. 2004; You et al. 2019). En defectos de los huesos craneales,
Cowan et al., (2005) han utilizado una combinacion de AR y BMP 2 para
prediferenciar CMMTA a células de estirpe osteoblastica. Estas celulas
prediferenciadas sembradas sobre soportes de polilactico-co-glicolico
recubierto de hidroxiapatita se implantaron en defectos de huesos craneales y
fueron capaces de producir de forma mas rapida gran cantidad de tejido 6seo a
las dos semanas del implante; sin embargo, a las 4 semanas aparecié una

extraordinaria reaccion osteoclastica produciendo importantes defectos 6seos a
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las ocho semanas del implante. Esta reaccion ostoclastica se ha atribuido, al

menos en parte, a la presencia de AR en los implantes (Saneshige et al. 1995).

Las CMMTA cultivadas en monocapa tras una exposicién de solamente 15
dias a AR muestran una diferenciacion osteoblastica similar a exposiciones mas
largas (25 dias) (Wan et al. 2007). La exposicion corta al AR presenta la ventaja
de que no aparece la reaccion osteoclastica por lo que sugieren que la
modulacion de la exposicion a AR antes del implante puede acelerar la

reparacion de los defectos 6seos utilizando CMMTA.

Las BMPs se utilizan experimentalmente para facilitar la unién y reparar
asi lesiones de tamafio mayor que el tamafio critico, si bien son pocos los
estudios publicados que demuestran una accion clara de estas proteinas en el
incremento de la osificacion (Liao et al. 2003; Schmidmaier et al. 2009),
mientras que los antiinflamatorios no esteroideos (AINE), asi como los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina perjudican la

osteointegracion del implante de titanio (Haimov et al. 2017).

Wang et al. (2017), en un estudio sobre la reparacion de defectos de tamario
critico en mandibula de conejo, incorporan particulas de acido polilactico co-
glicdlico capaces de liberar insulina. Estas particulas poseen propiedades
estructurales y mecanicas que favorecen la adhesion y proliferacion celular y
la diferenciacion osteoblastica acelerando la curacién del defecto 6seo. En este
mismo sentido parece actuar la liberacion de insulina localmente. Por su parte,
el acido zoledrénico puede prevenir la pérdida de hueso inducida por lesién
proxima a un implante intramedular (Miettinen et al. 2009). Bolamperti et al.
(2022) distinguen entre un remodelado 0seo dirigido por factores locales y un
remodelado estocastico dependiente de factores sistémicos, que cooperan para
mantener la competencia mecénica a la vez que atienden las demandas

metabolicas.
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D. MODELOS

Un modelo experimental frecuentemente utilizado es el basado en la
creacion de defectos dseos de tamafio critico en huesos de osificacion
membranosa, como los huesos del craneo o los maxilares (Spicer et al. 2012;
Pefia Gonzélez y Redondo Gonzéalez, 2019; Trejo-Iriarte et al. 2019). La lesion
que se estudia consiste en un defecto en producido por la extraccion de un
circulo de hueso del didmetro necesario, siendo los parametros de estos
modelos cuidadosamente establecidos por los autores, de tal manera que puede
ser utilizado con diferentes metodos de reparacion, con fines comparativos o
para estudios relacionados, en general, con la osificacion membranosa y su

patologia.

También se han utilizado los “defectos de tamafio critico” en huesos de
osificacion endocondral, por ejemplo, en fémur de rata (Poser et al. 2014). En
este modelo se lleva a cabo un defecto dseo unilateral de 5 mm de didametro y
se utiliza como modelo experimental de osteoporosis en la rata. Los resultados
de la comparacion de la curacién del defecto 6seo en ratas normales y en ratas
osteopordticas indicaron que no habia diferencias significativas, siendo por lo
tanto un modelo experimental de enfermedad 0sea mas que un metodo de

prueba de la capacidad curativa de un tipo de implante.

Se ha utilizado un modelo de defecto mandibular de tamarfio critico en
conejo para comparar la capacidad curativa de un constructo del fosfato de
calcio poroso bifasico con un implante de hueso autélogo (Santos et al. 2017).
Los experimentos indicaron que no habia diferencias significativas entre los
dos tipos de implantes, por lo que el compuesto ceramico podria ser

considerado un sustituto valido del implante aut6logo.
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En otro modelo experimental de regeneracion 0sea de un defecto de tamario
critico en el borde alveolar de las mandibulas de perros se estudié el efecto de
células madre derivadas del tejido adiposo comparando un soporte hecho con
particulas de fosfato tricalcico con un soporte de fribronectina. Cada uno de
estos soportes dio origen a dos grupos segun se hallen recubiertos 0 no con
células madre dejando el defecto 6seo sin cubrir, como control. Los autores no
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
grupos experimentales de igual tiempo de espera tras el implante, pero se
hallaron diferencias en el area de regeneracién Gsea cuando se comparan

animales sacrificados a 1 y 3 meses (Alvira-Gonzalez et al. 2016).

En una revision sobre el uso de modelos animales para la investigacion
translacional en tejido 6seo, Muschler et al. (2010) comparan las 10 especies
de mamiferos mas utilizadas en este tipo de estudios e identifican algunas de
las principales dificultades que existen para la aplicacion de los resultados
obtenidos en modelos experimentales a los casos clinicos. De los datos
obtenidos, concluyen que es necesario renovar y reformar los modelos animales
en el sentido de hacerlos méas facilmente aplicables a la clinica humana. Por su
parte, Basyuni et al. (2020) realizan una revision sistematica sobre la

regeneracion de defectos criticos.

Con soportes de bioceramica con hidroxiapatita en los que se sembraron
células estromales de la médula dsea, se han elaborado implantes para tratar
defectos 6seos en pacientes humanos en los que Cancedda et al. (2003)
obtuvieron resultados prometedores para el tratamiento de defectos 6seos que
superan el tamarfio critico. Estos autores, utilizando implantes de células
estromales de la médula dsea en soportes tridimensionales en diafisis tibial de
la oveja, encontraron que en principio se formaba hueso en la superficie externa

del implante, posteriormente se formaba en el canal medular, a continuacion,
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se formaban roturas y fisuras en el implante y formacion de nuevo hueso en los

poros del soporte de bioceramica.

Para reparar los defectos de la region periodontal, cemento y hueso, se ha
estudiado con exito la regeneracion tisular guiada, que consiste basicamente en
colocar una barrera membranosa que impide que los tejidos epitelial y
conectivo gingivales penetren en el codgulo subperiodontal, impidiendo asi la
formacién de hueso en este nivel. Una alternativa que ha tenido resultados
importantes es la colocacion en el diente de una barrera membranosa
subperidstica que permite la transformacion del coagulo submembranoso en
hueso (Schmid et al. 1994), método que se denomina aumento/regeneracion del

tejido 0Oseo.

Como descripcion general de la reparacion de una lesion en huesos de
origen mesenquimatico pueden considerarse los estudios de Chin et al (2013).
Estos autores llevaron a cabo estudios experimentales y comparativos de la
reparacion de defectos 6seos mandibulares de tamafio critico (5 mm) vy
subcriticos (2 mm) en ratas espontaneamente hipertensas y en ratas normales.
Los datos que obtuvieron no mostraron diferencias significativas entre ambos

grupos.

En odontologia existen defectos 6seos que, aungue no son de un tamafio
excesivamente grande, sobrepasan el tamafio critico, no se recuperan por si
solos y pueden causar una patologia importante y progresiva tanto en la
mandibula como en el maxilar superior. Como ejemplo se pueden considerar
las pérdidas de hueso alveolar tras exodoncias multiples que producen una
pérdida d6sea que dificulta la posibilidad de colocar implantes dentales. Un
proceso similar sucede en las personas de edad avanzada cuyos senos maxilares
pueden pneumatizarse, disminuyendo en el maxilar superior la cantidad de
hueso disponible. Tales defectos 6seos pueden clasificarse en horizontales y

verticales. Los primeros consisten en una pérdida generalizada del volumen
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6seo en el plano horizontal, mientras que en los verticales la pérdida 6sea no es
tan voluminosa y se produce principalmente en el plano vertical (defecto en
“V”).
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I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La hipdtesis general bajo la que se ha realizado este estudio consiste en que
el nuevo método de inclusion y corte propuesto permite una mayor versatilidad
y aplicabilidad en la investigacion de la regeneracion 6sea y que los implantes
de ldmina de titanio en el hueso mandibular, con las relaciones espaciales entre
el titanio y el hueso, dirigen y controlan la neoformacion de tejido Oseo,
favoreciendose el proceso si se afiaden células madre mesenquimales derivadas
del tejido adiposo (CMMTA); por lo que el conocimiento de estos procesos
podria ser utilizable en acciones terapéuticas curativas o paliativas en la

medicina regenerativa del hueso restaurando su integridad estructural.

Objetivos
1. Proponer un nuevo método para el estudio de tejidos duros.

2. Estudiar histolégicamente donde y cémo se forma mas hueso tras la

colocacion de un implante de titanio en un defecto éseo mandibular.
3. Evaluar el efecto de la adicion de células madre al implante.

4. Estudiar la relacion histolégica del tejido con el implante (B/T).
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Il. MATERIAL Y METODOS

A.SUJETOS

Hemos utilizado un total de 28 ratas albinas Wistar adultas jévenes (150-
250 g) de ambos sexos. Los animales fueron obtenidos del animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid. La alimentacion fue “ad
libitum” con pienso compuesto (SNIFF) y agua. Se mantuvieron en un ciclo
luz-oscuridad de 12/12 horas y condiciones estandar de humedad. El cuidado,
la cirugia y el tratamiento postquirargico de los animales se realizaron segun
las directrices comunitarias (2010/63/EU) y espafiolas (RD 53/2013) para el
cuidado de los animales de laboratorio y de experimentacion. El proyecto ha
sido aprobado por el Servicio de Bienestar Animal y por el Comité de Etica de
la Universidad de Valladolid.

Los animales se distribuyeron en cuatro grupos de 5 animales Gtiles en cada
grupo. Otros 4 animales fueron desechados por fallos en la cirugia y 4 murieron

debido a la anestesia.

1.- Los animales de un primer grupo (Grupo A), que hemos utilizado como
control positivo, fueron sometidos a una osteotomia de tamario subcritico (2-3

mm), sin ninguna ayuda a la regeneracion 0sea.

2.- A los animales del segundo grupo (Grupo B) se les practicé una
osteotomia critica de 4 mm de diametro, constituyendo el grupo de control
negativo, pues no se le implantd ningdn tipo de protesis ni se favorecio la

regeneracion ésea por ningin medio.
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3.- A cada animal del tercer grupo (Grupo C) se le practico una osteotomia

de tamafio critico, al igual que al grupo B, pero en este caso se cubrid con una

lamina de titanio perforada.

4.- Los animales del cuarto grupo (Grupo D), ademas de la osteotomia de

tamafo critico obliterada con una lamina de titanio como en el grupo C,

llevaron adheridas en la cara externa de la lamina un cultivo de células madre

mesenquimales autdlogas procedentes del tejido adiposo.

Grupo
A Osteotomia
Control positivo subcritica
(<4 mm)
B Osteotomia
Control negativo critica
(4 mm)
C Osteotomia Lamina
Grupo critica de
Titanio (4 mm) titanio
D Osteotomia Lamina Células madre
Grupo critica de mesenquimales
Titanio+CMMTA (4 mm) titanio
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B. ANESTESIA

Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con una mezcla de
Ketamina (Imalgene®) 0.13 mg/100g de peso y xilacina (Rompum®) 0,02 mg
por cada 100 g de peso.

C.OSTEOTOMIA

Una vez anestesiados los animales se rasuro el pelo de la zona a intervenir

y se desinfectd la superficie cutanea con povidona yodada.

Se practico una incision de unos 5 cm paralela a la base de la mandibula

izquierda, en la rama ascendente (Fig. 4).

i
.

Figura 4. Osteotomia de tamafio critico (4 mm) en el cuerpo de mandibula de rata, con

la ldmina de titanio injertada.

Se separaron cuidadosamente las fibras del masetero, se desinsertaron y se

despejo un area suficiente para hacer la osteotomia. Las osteotomias de 2-3 0 4
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mm, segun el grupo, se realizaron con un micromotor refrigerado con solucion

salina y una fresa redonda de carburo de tungsteno.

Se procedio, entonces, a la colocacion de una lamina de titanio en los
animales de los grupos C y D (Fig. 4) y, como se ha dicho, en el grupo D sobre
la 1dmina se habian cultivado previamente células madre mesenquimales del
tejido adiposo (CMMTA).

Se cerrd el plano muscular con sutura reabsorbible de 5 ceros y la piel con
seda de 3 ceros. Se desinfectd la herida y se inyectaron intramuscularmente
unos 6 millones de unidades de penicilina benzatina. Los animales fueron
devueltos al animalario y se les suministré ibuprofeno en el agua de bebida, 5

ml por 500 ml de agua.

Figura 5. Lamina de titanio perforada que constituy6 la base del implante.

D.LAMINA DE TITANIO

La lamina de titanio, de 12,7 um de espesor (Alfa Aesar), se perford con

una punta de una aguja de 24 G en el 50% de su superficie (Fig. 5).
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Una vez perforadas las ldminas, se cortaron en forma circular de unos 6 mm
de diametro y, en un molde de madera con un hueco similar al tamafio critico,
se presionaron la protesis para que se adaptaran a la osteotomia, colocandose

en ésta a continuacion.

E. CULTIVO DE CELULAS (CMMTA)

Los animales del Grupo D, 9 dias antes de la osteotomia se les tomo
aproximadamente un gramo de grasa para obtener células madre
mesenquimales, segun el método descrito por Kuhbier et al. (2010). Este
método consistié basicamente en tomar, bajo anestesia, alrededor de un gramo
de tejido adiposo de la region inguinal de la rata. El tejido se disgregoé mediante
agitacion en medio de cultivo con colagenasa (1%) y tripsina (1%). El tejido
homogeneizado se paso a través de una malla de 100 um y se sembré en placas

de cultivo primario.

Tras una hora de incubacion en estufa (Hera Safe Heraeus) con temperatura
de 37 °C, presion parcial de CO; al 5% y humedad a saturacidn, se lavaron los
cultivos, se descartaron los sobrenadantes y se cultivaron las células adherentes.
Los cultivos de celulas adherentes se llevaron a cabo en medio DMEM
(Dulbecco’s Minimun Essential Medium, Gibco) suplementado con el 10% de
suero bovino fetal y penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco). Una vez lavado
el cultivo con el medio de cultivo DMEM sin suero se troce0 y se pasé por un

tamiz de 100 um de poro dos veces.
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El filtrado se recogié en dos placas de 3 cm sobre cuyo fondo se habia
depositado una lamina de titanio de 3 cm de diametro con medio de cultivo
suplementado con suero bovino fetal, antifingicos y antibioticos. Estas placas
se dejaron sedimentar durante una hora, después de lo cual se lavaron con
tampon fosfato y se retird el sobrenadante, quedando sélo las células adherentes
gue continuaron en cultivo. Cuando las células alcanzaron la semiconfluencia
(suele ser al pase nimero 3 6 4) se separaron en dos placas de 3 cm repetidas
veces hasta que se implantan formando parte de la prétesis. En el momento del
implante se toma la lamina de cultivo con sus células, se preforma para
adaptarlo a la osteotomia y se situa en la osteotomia dejando la superficie con
las células en cultivo en la cara externa de la mandibula. Las células madre
mesenquimales quedarian cubiertas por los planos musculares al cerrar el

campo quirargico y dentro del defecto 6seo.

Para establecer el ritmo de crecimiento y la morfologia de las células
mesenquimales utilizamos la fluorescencia de las células tefiidas con
Fluoropaque® (Gayoso, 2015) y observadas y fotografiadas con epi-
iluminacion en un microscopio Axiophot Zeiss equipado con una camara
digital Axiocam HRc (Fig. 6).

A
Figura 6. Cultivo de células madre mesenquimales del tejido adiposo (CMMTA) tefiidas
con DAPI (A) y Fluoropaque (B).
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F. SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Después de una supervivencia de 30 dias, los animales fueron perfundidos
intracardialmente, bajo anestesia, primero con un bolo de solucion salina (NaCl
0,9%) y heparina (0.1%). Posteriormente se perfundio el animal con fijador que
fue diferente segun el estudio incluyera microscopia electrénica de transmision

0 no.

Los animales que fueron estudiados con microscopia de luz y microscopia
electronica de barrido se fijaron con parafolmaldehido al 4% tamponado
guedando las hemimandibulas en este mismo fijador toda la noche y siendo
procesadas despues de lavadas con tampon, sin descalcificacion previa, con
nuestro nuevo método denominado “de las tres secciones” (Gayoso et al. 2020)

explicado mas adelante.

Los animales destinados al estudio ultraestructural con microscopia
electrénica de transmision fueron perfundidos con parafolmaldehido al 1% vy
glutaraldehido al 1%. (Palay y Chan Palay, 1973) y se tomaron sus
hemimandibulas, que permanecieron toda la noche en el fijador para
posteriormente ser incluidas enteras en epoxirresina de baja viscosidad Spurr
(Spurr, 1969) (Fig. 7).

Figura 7. Hemimandibula izquierda después de ser incluida en epoxirresina, mostrando

la osteotomia con el implante de lamina de titanio.
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G.METODO DE LAS TRES SECCIONES

Este método consiste basicamente en tres ciclos consecutivos de inclusion
en epoxirresina y corte. Cada uno de los tres diferentes ciclos produce
diferentes tipos de secciones. Asi, el primer ciclo produce cortes gruesos (unos
300 pum de espesor), cortes semifinos (de 1-3 pum) y cortes ultrafinos de 20-40

nm seguln se explica a continuacion (Fig. 8).

First Embedding

First
Sectioning

Thick Sections
(300 um) LM, SEM

Second Embedding

!
Second
| Sectioning

Semithin Sections
(1-3 um) LM, SEM

Third Embedding

P
Third
Sectioning

Ultrathin Sections
(20-40 nm) TEM

Figura 8. Esquema ilustrativo del método de las tres secciones (Gayoso et al. 2020).
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1. Primera seccion

Primera inclusion:

Las hemimandibulas fueron sometidas a deshidratacion con alcoholes
crecientes 50°, 70°, 90° y 1009, tres pases de 15 minutos en cada concentracion.
A continuacion, se pasaron las piezas a una mezcla a partes iguales de alcohol
absoluto y éxido de propileno, tres cambios de 15 minutos. Después de esto se
pasaron a 6xido de propileno puro, tres cambios de 15 minutos, a continuacion,
las piezas se infiltraron durante la noche con una mezcla de 6xido de propileno
y epoxirresina de baja viscosidad (Spurr, 1969). Al dia siguiente, las piezas se
transfirieron a epoxirresina pura y se colocaron en la posicion adecuada en un
molde de material no adherente a la epoxirresina como el teflon o la silicona.
Con la finalidad de mejorar la inclusidn o penetracion de la resina en las piezas
y de extraer las burbujas de aire que puedan haberse formado, mantuvimos las
piezas en sus moldes en una campana de vacio de 200 mbar durante 6 horas.

La polimerizacion se llevo a cabo durante la noche en estufa a 60° C.

Primer corte:

Las secciones se realizaron con una sierra de precision IsoMet™ 4000
(Buehler) con discos de polvo de diamante de 140 micrémetros de espesor. A
estas secciones, de unos 300 um de espesor y hasta 2 cm de longitud, las hemos
denominado secciones gruesas. Estas secciones son adecuadas para su estudio

con microscopia  estereoscopica. Nosotros hemos utilizado un
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estereomicroscopio Leica M80 con cadmara Leica HC100 HD. Asimismo,
pueden ser utilizadas para su estudio con microscopia de luz de bajos aumentos,

por ejemplo, lentes objetivo de hasta 10x.

Los cortes gruesos permiten el estudio seriado y la reconstruccién
tridimensional si fuera necesaria, asi como la microscopia electronica de

barrido.

2. Segunda seccion

Segunda inclusion:

Una vez que se han estudiado los cortes gruesos, se eligen las areas de
interés que seran reincluidas en epoxirresina. Para ello se cortaran dichas areas
de interés. Estas piezas se lavaran rapidamente con Oxido de propileno, se
vuelven a sumergir en nueva epoxirresina, se colocan en la posicién adecuada

dentro de su molde y se polimerizan durante una noche a 60 °C.

Segundo corte:

El segundo corte se realiza en un ultramicrotomo y de €l se obtienen cortes

semifinos (1-3 um de grosor).

Los cortes semifinos pueden ser tefiidos con diferentes tinciones
histoldgicas tales como azul de toluidina (al 1% en 3% de tetraborato de sodio),
para tinciones generales; y para tejidos calcificados hemos utilizado el método
de von Kossa (Bankoff & Gamble, 2008) y el rojo de alizarina (0,2% en agua
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desionizada). Estas secciones semifinas se pueden utilizar para, al menos, tres

tipos de estudios (Fig. 9).

El estudio méas directo es la obtencién de cortes ultrafinos (20-40
nanometros) para su estudio ultraestructural con el microscopio electronico de
transmision, procediendo de manera analoga a la microscopia electronica
convencional. De esta forma se localiza un area de interés en los cortes
semifinos y luego se suele localizar en el resto del blogue. Es en esta zona del
blogue de inclusion de donde se suelen obtener los cortes ultrafinos. Los cortes
ultrafinos son tratados con acetato de uranilo y citrato de plomo para aumentar

el contraste.

El segundo tipo de estudio se realiza sobre secciones semifinas de las areas
seleccionadas en los blogues de epoxirresina procedentes de la segunda
inclusion. En estas secciones se pueden llevar a cabo practicamente todas las
técnicas histoldgicas, es decir, tinciones generales, inmunohistoquimica,
hibridacion in situ, etc. Ademas, para mejorar la realizacion de algunas técnicas
histoldgicas, ya que la epoxirresina es mas dificil de tefiir que otros medios de
inclusion, se pueden utilizar métodos para recuperar la antigenicidad, como por
ejemplo el etdoxido sédico (Téth & Czoma, 2011) o el tampdn citrato a alta

temperatura.

En tercer lugar, si algun tipo de estructura histolégica se halla, por ejemplo,
en unos pocos cortes semifinos, estos cortes pueden reincluirse (tercera

inclusidn-corte) para su estudio, obteniendo cortes ultrafinos.
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Figura 9. Secciones de mandibula de rata a la que se le practicé una osteotomia de
tamafio critico (grupo D) observadas con diferentes técnicas, mostrando la versatilidad que
permite nuestro método de las “tres secciones”. A: Azul de toluidina; B: Rojo de alizarina.
C: Von Kossa; D: Microscopia electronica de barrido. El tejido 6seo aparece claroen Ay D,
rojo en B y negro en C.

3. Tercera seccion

Tercera inclusion:

Como hemos indicado anteriormente, un corte semifino o parte de él puede
ser nuevamente reincluido en epoxirresina para obtener cortes ultrafinos de un

area determinada. En este caso el énfasis ha de ponerse en polimerizar el area
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de interés incluida otra vez en epoxirresina, sobre una superficie plana, como

puede ser una pieza de resina polimerizada y cortada con el ultramicrotomo.

Tercer corte:

La pequefia muestra del corte semifino vuelta a reincluir puede ser cortada
en un ultramicrotomo para su estudio ultraestructural. Con la metodologia de

la microscopia electrénica convencional.

La microscopia electronica de barrido ha sido llevada a cabo en un
microscopio electronico de barrido SEM (QUANTA 200 FEG) operando en
modo de bajo vacio en el rango de 0,6 a 0,9 Torr. Este sistema permite obtener
directamente iméagenes parecidas a las de las muestras metalizadas. Nuestro
SEM esta equipado con detector para electrones secundarios, electrones
retrodispersados y energia dispersiva de rayos X, lo que nos permite el anélisis

de elementos de una zona especifica.
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I. TECNICAS HISTOLOGICAS

AZUL DE TOLUIDINA

1- Desparafinar: Xilol, 3 x5 min

2- Hidratar: Alcoholes, 100° 2 x 5 min
96° 2 x5 min
70° 2x5min
Agua destilada

3- Azul de Toluidina al 1% en Tetraborato sodico al 3% durante 5

minutos a temperatura ambiente

4- Lavar en H20 destilada durante 2 minutos (2x2 min).
5- Diferenciar con alcohol de 70° durante 2 minutos.

6- Diferenciar y deshidratar en alcohol de 96° (2 x 2 min).
7- Deshidratar con alcohol de 100° (2 x 2 min).

8- Aclarar y montar

NOTA: Filtrar el azul de toluidina antes de utilizarlo. Los tiempos varian

segun el tejido y el grosor del corte.
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ROJO DE ALIZARINA

1- Desparafinar: Xilol, 3 x5 min

2- Hidratar: Alcoholes, 100° 2 x 5 min
96° 2x5min
70°  2x5min
Agua destilada

3- Incubar con rojo Alizarina durante 1-5 minutos controlando al

microscopio. (3 min)

4- Lavar en H20 destilada (5-6 lavados)

5- Secar y deshidratar con acetona durante 30 segundos.
6- Aclarar en acetona-xileno 1:1 durante 15 segundos.

7- Aclarar en xileno y montar.

NOTA: Dependiendo del tejido se cambian los tiempos del colorante y de la
diferenciacion. Se puede contratefiir con verde luz 1 % durante 1 minuto entre

el paso 4 y 5. Después lavar otra vez con H20 destilada.

Rojo Alizarina S: Alizarina 2 g
H,Odes. 100 ml
Ajustar el pH con hidroxido amonico al 1% hasta 4,3.
La solucion debe adquirir un color rojo vinoso intenso.
Permanece estable durante meses.

Resultados: Los depdsitos de calcio aparecen de color naranja-rojizo.
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VON KOSSA

Se basa en la sustitucion de los iones de Ca?* intratisulares por iones de
plata en solucién acuosa, sometidos a un proceso simultaneo de exposicion
a la luz solar. La exposicion a la luz solar puede ser sustituida por una
incubacion por una solucion de Ag en la oscuridad, para realizar después
una reduccion externa con un agente quimico apareciendo unos depésitos
negros donde hubo Calcio.

1- Desparafinar: Xilol, 3 x5 min

2- Hidratar: Alcoholes, 100° 2 x 5 min
96° 2 x5min
70° 2 x5 min
Agua destilada

3- Incubar con Nitrato de plata al 5% 30-60 minutos a plena luz, 6 10-60

min (10 min) en la oscuridad.

4- Lavar en H,O destilada

5- Revelado con acido pirogélico al 2% durante 2 minutos en la oscuridad
6- Fijacion en Tiosulfato sddico al 5% durante 3-5 minutos

7- Lavar en H,O destilada

8- Coloracion de fondo con Rojo neutro al 1% durante 1-5minutos

9- Lavar en H,O destilada

10- Deshidratar, aclarar y montar.

NOTA: Si se incuba a plena luz el paso 5 no se hace

Resultado: El hueso aparece tefiido de negro intenso
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FLUOROPAQUE (Gayoso, 2012)

1-Desparafinar: Xilol, 3 x5 min

2- Hidratar: Alcoholes, 100° 2 x 5 min
96° 2 x5 min
70° 2 x5 min

Agua destilada

¢

Lavar en PBS x3

Teiiir con la solucién colorante 10 min

'

5- Lavar en PBS x3

6- Diferenciar en Alcohol de 70°

7- Deshidratar, aclarar en xylol y montar

Solucién Colorante: Eosina'Y 01g
DAPI 1 mg
Lisina 2,5 mg
Glicina 2,5 mg
H,O dest 950 mL
Metanol 50 mL

Esta solucion necesita madurar durante 1 semana Yy dura,
almacenada en la oscuridad, alrededor de 6 meses
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I11. RESULTADOS

Ya que, debido a la pequefiez de la mandibula, no es posible utilizar
directamente métodos de fijacion de la protesis al hueso, la estabilizacion de la
protesis depende de los tejidos que la sujetan al cerrar la incisidn quirdrgica por
planos. De este modo, la forma de la prétesis se hace irregular debido a los
numerosos factores que ejercen influencia sobre ella, principalmente las fibras
y células del tejido conjuntivo, las celulas musculares e incluso el propio
crecimiento 0seo. Las formas y disposiciones en que queda el implante con

relacion al hueso osteotomizado se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Posiciones en que queda la protesis de titanio tras 30 dias de su implante con

relacion al defecto 6seo practicado en el hueso mandibular de rata. Seccién frontal.

Las pruebas que hemos realizado con osteotomias mandibulares de
diametro por debajo del tamafio critico, es decir, agujeros de 2 y 3 mm, se
cierran, en general, espontdneamente sin que sea necesario ninguna protesis y
no los hemos incluido en la cuantificacion de nuestro estudio. Sin embargo, los

animales con lesiones de tamarfio critico 0 mayores (4 mm 0 mas) no se curan
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espontaneamente, sino que necesitan un apoyo, es decir, un implante para poder

obliterar la lesion.

» GRUPO A

Animales de Control Positivo (Osteotomia de Tamafio Subcritico)

En este grupo de animales, al que se le realiz6 una osteotomia de tamario
subcritico y no recibié ningln tipo de implante ni tratamiento, la osteotomia

aparecio cerrada al final de los 30 dias que abarcaba el experimento.

» GRUPO B

Animales de Control Negativo (Osteotomia de Tamafio Critico SIN implante

NI células madre)

La osteotomia de estos animales no se cerrd espontaneamente o lo hizo
parcialmente (Fig. 11) en el periodo de tiempo establecido para nuestro estudio
(30 dias). De esta forma, se suele apreciar una pequefia protrusion de tejido,
aparentemente osteoide, que crece desde los bordes hacia el interior del defecto
6seo sin alcanzar mas de 0,5 mm. En nuestros experimentos no hemos
apreciado efectos sobre el hueso mandibular proximo. Los elementos
histoldgicos que se hallan en la zona lesionada interactuan para repararla e
incluso formar hueso nuevo, aunque, si lo forma, lo hace en pequefias

cantidades.
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Figura 11. Seccion frontal de la mandibula de un animal del grupo B (grupo control
negativo) en la que se aprecia que la osteotomia apenas se ve reducida. Creciendo desde
ambos bordes hacia el interior puede observarse un ligero incremento de tejido osteoide, méas

palido que el resto del hueso. Rojo de alizarina. x40.

» GRUPO C

(Osteotomia de tamafio critico con Lamina de Titanio)

En nuestros experimentos, tras treinta dias de supervivencia desde el
implante, se genera una notable variedad de relaciones de titanio-hueso y su
posible evolucién, observandose, en general, una oclusiéon del defecto éseo
realizado quirdrgicamente por un material en ocasiones compuesto por escaso
tejido adn inmaduro y en otras con mayor cantidad de tejido neoformado. La
osteotomia, pues, se encuentra ocupada por la placa de titanio y masas 0seas

que penetran en el orificio (Fig. 12A).

La neoformacion de hueso produce un tejido con caracteristicas
histoldgicas diferentes del hueso preexistente. Con la tincion de rojo de
alizarina se puede distinguir un hueso densamente tefiido de rojo con una
estructura bastante compacta correspondiente al hueso previo, normal, de la
mandibula de la rata. Alrededor de la lamina de titanio se constituye una masa
de tejido 6seo neoformado tefiido de color mas claro por la alizarina, con

regiones mas o menos grandes de hueso fuertemente tefiido y con huecos en su
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interior (Fig. 12B). Estos huecos son los espacios intertrabeculares del tejid