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RESUMEN (en espafiol)

Los objetivos eran: aislar y expandir células madre adultas mesenquimales a partir de
pequefios fragmentos de tejido adiposo humano, que posteriormente se diferencian a
osteoblastos in vitro; obtener tejido osteoide in vitro empleando scaffolds de
sueroglutaraldehido con ese tipo de células diferenciadas; establecer la presencia de
hueso humano en defectos criticos mandibulares en ratas atimicas, tratados con los
constructos de células osteoblasticas obtenidas y sobre los scaffolds indicados; por
Gltimo, establecer el grado de osificacion a las 45 y 90 dias del tratamiento de esos
defectos criticos.

Para ello se aislaron células madre mesenquimales a partir de muestras de tejido
adiposo humano, y posteriormente se caracterizaron mediante el empleo de CD34, CD73,
CD90, CD105 y CD45 por citometria de flujo. Se diferenciaron in vitro a células
osteoblasticas y se comprobé este hecho mediante fosfatasa alcalina y microanalisis de
fosforo y calcio. Se realizaron defectos criticos mandibulares en ratas atimicas de forma
bilateral; uno de los lados fue el defecto control, y el otro defecto recibi6 el tratamiento
con las células madre mesenquimales diferenciadas a osteoblastos junto con los
scaffolds de suero humano y glutaraldehido. Se establecieron dos tipos de grupos de
animales: unos con el scaffold exclusivamente, y otros, con los constructos células-
scaffolds. En total, resultaron 6 grupos de estudio (grupo con tratamiento con scaffold,
otro con tratamiento con scaffold y células, y otro sin tratamiento).

Estos grupos se encuadraron en dos periodos de seguimiento distintos, de 45y 90 dias.

Tras los citados periodos, se analizé la regeneracion de los defectos mediante un
estudio de imagen y densitométrico con micro TC.

Se completé un estudio histolégico, a través de hematoxilina-eosina y von Kossa, e
inmunohistoquimico, mediante STRO-1 y vimentina humana.

Objetivos alcanzados:
1- Aislar y expandir células madre adultas mesenquimales a partir de pequefios
fragmentos de tejido adiposo humano.

2- Diferenciar células madre adultas mesenquimales procedentes de tejido adiposo
humano a células osteoblasticas in vitro.
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3- Obtener tejido osteoide in vitro empleando scaffolds de suero-glutaraldehido con
células osteoblasticas diferenciadas a partir de células madre mesenquimales
procedentes de tejido adiposo.

4- Establecer la presencia de hueso humano en los defectos criticos mandibulares
de ratas atimicas, tratados con constructos de células osteoblasticas, obtenidas
por diferenciacion in vitro de células madre adultas mesenquimales procedentes
de tejido adiposo sobre scaffolds de suero humano y glutaraldehido.

RESUMEN (en Inglés)

The aims were: to isolate and expand adult mesenchymal stem cells from small
fragments of human adipose tissue, later differentiated in vitro into osteoblasts; to obtain
osteoid tissue in vitro by means of human serum-glutaraldehyde scaffolds with said
differentiated cells; to establish the presence of human bone in critical mandibular
defects in athymic mice, treated with the obtained osteoblastic cells constructs and on
said scaffolds; to establish the degree of bone formation 45 and 90 days after treatment.

MSCs were isolated from human adipose tissue samples, characterised for CD34, CD73,
CD90, CD105 and CD45 by flow cytometry, and differentiated in vitro into osteoblasts. To
verify this, alkaline phosphatase was measured and a microanalysis of phosphorus and
calcium was performed. Critical mandibular defects were performed bilaterally in athymic
mice; one of the sides as control, the other receiving treatment with the osteoblasts
obtained from differentiated MSCs, together with the human serum- glutaraldehyde
scaffolds. Two kinds of groups were established: the first, exclusively with scaffolding,
the second, with the cells and scaffolding constructs. There were in all six study groups
(scaffolding-treated group, cells and scaffolding-treated group, non-treated group).

These groups were followed up for two periods, 45 and 90 days.

Afterwards, the regeneration of the defects was analysed by image and densitometry
examination with uCT.

A histological study was completed by means of hematoxylin-eosin and von Kossa
staining, and a immunohistochemical one, by means of STRO-1 and human vimentin.

The achieved aims were as follows:
1. Isolating and expanding MSCs from small fragments of human adipose tissue.
2. Differentiating in vitro said MSCs into osteoblasts.

3. From said osteoblasts, obtaining in vitro osteoid tissue by means of cells and
scaffolding constructs used on mandibular defects in mice.

4. Establishing the presence of human bone in said defects.
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0. ABREVIATURAS

Aln
ALP
ASBMR

ASC
BMI
BM-MSC

BMP
B-TCP
CFU
DMEM
DMO
HA
MO
MSC
PASC

PBS
PD-MSC
PLGA
rBMD
MEB
PRP

SFB
TCP
uCT

Alendronato

Fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase)

American Society for Bone and Mineral Research (Sociedad Estadounidense para
la Investigacion Osea y Mineral)

Células madre derivadas de tejido adiposo (adipose-derived stem cells)

indice de masa corporal (body mass index)

Células madre mesenquimales procedentes de médula 6sea (bone marrow-
mesenchymal stem cells)

Proteinas morfogenéticas (bone morphogenic proteins)

Beta fosfato tricalcico

Unidad formadora de colonias (colony-forming unit)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Densidad mineral dsea

Hidroxiapatita

Médula dsea

Células madre mesenquimales (mesenchymal stem cells)

Células madre derivadas de tejido adiposo porcino (porcine adipose-derived stem
cells)

Solucion salina tamponada con fosfato (phosphate buffered saline)

Células madre mesenquimales procedentes del periostio

Acido polilactico-co-glicélico

Densidad mineral dsea en ratas (bone mineral density in rats)

Microscopia electronica de barrido

Plasma rico en plaquetas

Suero fetal bovino

Fosfato tricalcico

micro-tomografia computerizada



1. INTRODUCCION

El hueso es un tejido que se renueva sin cesar gracias a un proceso denominado
remodelacion Osea, suficiente para reparar fracturas o pequefios defectos 6seos. Sin embargo,
cuando estos defectos son de gran tamafio, la remodelacion no basta por si sola para regenerar
el tejido ausente.

La pérdida dsea se produce por diversas causas: traumatismos, cirugia oncoldgica
craneofacial y cirugia dentoalveolar, asi como por malformaciones congeénitas y deformidades
del desarrollo. Cuando la pérdida de tejido es demasiado grande, es preciso recurrir a hueso
autologo, sustitutos o derivados 6seos. Entre las soluciones clasicas, se encuentra el injerto de
hueso aut6logo, que puede combinarse 0 no con sustitutos derivados de hueso o sintéticos
(Drosse et al., 2008). Aunque estos planteamientos suelen producir buenos resultados,
también implican riesgos, posibles complicaciones y morbilidad de las zonas donantes. Para
evitar estos problemas, la ingenieria de tejidos, a partir de células troncales, podria suponer
una alternativa valida y segura.

De manera general y muy sucinta, podemos clasificar los injertos en funcién de su
origen en:

e Autoinjerto (o injerto aut6logo): en el caso de que el hueso recogido sea del propio
paciente; es decir, donante y receptor sean la misma persona.

e Aloinjerto: en el caso de que donante y receptor sean de la misma especie, pero no
relacionados genéticamente (hueso humano desmineralizado liofilizado).

e Homoinjerto (o isoinjerto): en el caso de que donante y receptor, ademas de pertenecer

a la misma especie, estén relacionados genéticamente, como ocurre con los gemelos

monocigoticos.

e Xenoinjerto: en el caso de que donante y receptor sean de especies diferentes (por
ejemplo, si se usa hueso animal desproteinizado).

e Aloplastico: en el caso de que se recurra a materiales similares al hueso; por ejemplo,
fosfatos tricalcicos, distintos materiales ceramicos, sulfatos de calcio, etcétera.

De todos ellos, los injertos 6seos autélogos son el tratamiento de referencia en
regeneracion Osea, pues pueden actuar por los siguientes mecanismos: osteoconduccion, ya
que aportan el entramado mineralizado necesario para la colonizacion y proliferacion celular;
osteoinduccion, porque mantienen las propiedades necesarias para la diferenciacion y
proliferacion celular; y osteogénesis, puesto que aportan células osteogénicas con capacidad

proliferativa, que daran lugar a los osteoblastos productores de hueso. Sin embargo, todos



estos procedimientos llevan implicitos riesgos para los pacientes: por ejemplo, morbilidad y
posibles secuelas de la zona dadora, cirugias mas largas y complejas, con posibilidad de
requerir anestesia general e, incluso, ingreso hospitalario.

Una alternativa potencialmente menos lesiva para el paciente es el empleo de técnicas
de ingenieria tisular. La medicina regenerativa tiene como objetivos perfeccionar la
reparacion tisular y regenerar los tejidos combinando el uso de factores de crecimiento,
biomateriales y células troncales (Butler, Goldstein y Guilak, 2000).

El objetivo del presente trabajo es estudiar la viabilidad del empleo de técnicas de
regeneracion tisular basadas en cultivos de Msc procedentes de tejido adiposo humano (hAsc)

en combinacion con scaffolds de suero humano y glutaraldehido.

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Las celulas troncales mesenquimales (mMsc) fueron descritas por primera vez por
Friedenstein, Chailakhjan y Lalykina (1970). A partir de extractos de médula 6sea (Mo) de
adultos, describieron sus caracteristicas, entre las que se encontraban: su capacidad para
adherirse al plastico de cultivo; su capacidad de proliferar durante tiempo indefinido sin
modificar su fenotipo; su aspecto similar a los fibroblastos y su capacidad para diferenciarse y
dar lugar a tejidos de origen mesenquimal como: hueso, cartilago, musculo o grasa. A su vez,
son diferentes de las células troncales hematopoyéticas (Friedenstein et al., 1970; Caplan,
1991). Las msc procedentes de aspirados de médula 6sea (BM-Msc) han sido las células mas
estudiadas para la ingenieria del tejido 6seo (Caplan, 2007).

La médula désea fue considerada, originariamente, como la principal fuente de células
mesenquimales (Barba et al., 2013). Diversos estudios han demostrado la multipotencialidad
de las BM-Msc, capaces de diferenciarse a células mesenquimales de diversos tejidos, tales
como: hueso (Quarto et al., 2001; Kitoh et al., 2004; Funk et al., 2007; Jager et al., 2009),
cartilago (Johnstone et al., 1998), tejido adiposo (Pittenger et al., 1999), tendédn (Young et al.,
1998), musculo (Wakitani, Saito y Caplan, 1995) y estroma (Prockop, 1997). Ademas,
durante la Gltima década, se ha observado que las BM-MsC se pueden diferenciar también
hacia distintos tipos celulares de linajes ectodérmicos, como neuronas (Woodbury et al.,
2000) o células de tejidos de origen endodérmico, como hepatocitos (Lee et al., 2004; Aurich
et al., 2007) y células pancreaticas (Moriscot et al., 2005). Por otra parte, se han podido aislar
MSC en otros tejidos adultos como cerebro, musculo esquelético, dermis (Valcz et al., 2011,

Yabana et al., 2009), periostio (Puglisi et al., 2011), liquido sinovial (Moroni y Fornasari,



2013) y sangre de cordon umbilical (De Coppi et al., 2007; Barba et al., 2012; Chao et al.,
2012; Longo et al., 2012; Yang et al., 2012).

1.2. ESTADO ACTUAL

Las células mesenquimales adultas poseen notables ventajas respecto a las
embrionarias. Si bien estas Ultimas son pluripotentes, las adultas no presentan riesgo
inmunitario alguno, ya que se extraen del propio paciente y se reimplantan en él, sin riesgo de
rechazo; ademas, tienen bajo riesgo tumorigénico, no plantean limitaciones éticas ni legales y
se aislan de un individuo adulto.

Las células mesenquimales autdlogas aisladas de la médula ésea se han utilizado de
forma satisfactoria para la regeneracion de defectos criticos dseos. Actualmente, existen
estudios que consiguen esta reparacion a partir de células mesenquimales autélogas
procedentes de tejido adiposo, esto es, células troncales derivadas del tejido adiposo o Asc.
Lendeckel et al. (2004) demostraron como las Asc autélogas promovieron la regeneracion de
un defecto 6seo craneal en un nifio de 7 afios. Méas recientemente, Mesiméki et al. (2009)
registraron el primer caso de colgajo ectopico microvascularizado desarrollado a partir de Asc
y reimplantado, posteriormente, en un paciente al que se le habia sometido a una hemi-
mandibulectomia.

La fuente mas accesible y con mayor cantidad de msc adultas es el tejido adiposo
(Gimble y Guilak, 2003). Se ha convertido en el tejido de eleccion para muchos autores,
debido a su facilidad de obtencion, abundante celularidad y menor morbilidad (Gronthos et
al., 2001; Zuk et al., 2001; Scherberich et al., 2010; Han et al., 2014).

Ciertos estudios recientes, han investigado la influencia que algunos factores, como la
edad y el indice de masa corporal (Bm1), puedan ejercer sobre el nimero aislado y capacidad
de diferenciacion de las Asc obtenidas a partir de lipoaspirados. Van Harmelen et al. (2003)
estudiaron mujeres sometidas a cirugias reductoras de mama. Revelaron que existe una
relacion directa entre el BmI y la edad, por un lado, y la cantidad total de Asc que se pueden
aislar, por otro. Sin embargo, parece existir una relacion inversa entre el BMI y la capacidad de
diferenciacion de las células.

Por otro lado, Padoin et al. (2008) concluyen que el abdomen y la cara interna del
muslo parecen tener las concentraciones mas altas de células obtenidas por lipoaspirado, lo

que convertiria estas areas en los mejores sitios donantes de células mesenquimales adultas.



La cantidad de fraccion vasculo-estromal que se obtiene depende mucho de la especie
animal; incluso, dentro de una misma especie, varia entre donantes, asi como segun la regién
donde se haga la liposuccion. La cantidad de células Asc en la fraccion vasculo-estromal de la
grasa subcutanea (5000 cru/g de tejido adiposo) es significativamente mas alta que la
cantidad de células que se pueden obtener de la médula 6sea (entre 100-1000 cru/ml).

El tejido adiposo se presenta como una fuente muy oportuna de mMsc para la ingenieria
tisular y la medicina regenerativa, segin los datos expuestos hasta el momento (Gronthos et
al., 2001; Zuk et al., 2001). Las Asc, por su alto poder de diferenciacion (Zuk et al., 2002; De
Ugarte et al., 2003; Rigotti et al., 2007; De Girolamo et al., 2007, 2008; Bunnell et al., 2008)
y por su reducida inmunogenicidad (Le Blanc et al., 2003; Barry, 2003; Majumdar et al.,
2003), pueden considerarse excelentes candidatas para las aplicaciones en medicina
regenerativa. Ademas, las Asc poseen también la capacidad de diferenciarse hacia linajes no
mesodérmicos; de esta forma, se pueden obtener células de origen ectodérmico (Kang et al.,
2004; Kingham et al., 2007; Trottier et al., 2008) como células neuronales (Safford et al.,
2002; Zuk et al., 2002; Ashjian et al., 2003; Fujimura et al., 2005), células epiteliales
(Brzoska et al., 2005) y células endoteliales (Planat-Benard et al., 2004; Fraser et al., 2006),
asi como células de origen endodérmico como hepatocitos (Seo et al., 2005; Banas et al.,
2007) y células pancreéticas (Timper et al., 2006). Sin embargo, a pesar de su aparente
pluripotencialidad, las Asc carecen de la capacidad para diferenciarse en todos los tejidos
embrionarios (Fortunel et al., 2003).

Las AscC se caracterizan por tener una morfologia, un fenotipo y una capacidad de
diferenciacion in vitro similares a las de las BM-Msc, asi como mayor capacidad de
proliferacion. Es posible obtenerlas méas facilmente a partir de muestras de tejido.

Basicamente, hay tres maneras de regenerar hueso usando Asc. Una implica la previa
diferenciacion in vitro en células progenitoras osteogénicas (Jurgens et al., 2011). Otra forma
es aquella en la que las células se combinan con factores promotores de la osificacion (Jeon et
al., 2008). El tercer enfoque es aquel en que se utilizan scaffolds mineralizados con Asc sin
ningln tipo de diferenciacién previa (Hattori et al., 2006), donde la mineralizacion del
scaffold es el factor decisivo para el éxito.

Este trabajo se centra en el primero de los enfoques.

La primera vez que se describio la existencia de células troncales adultas en el tejido
adiposo subcutaneo fue en el afio 2001 (Zuk et al., 2001). Se comunicé la existencia de un

grupo de células homogéneas con aspecto fibroblastico, obtenidas a partir de la fraccion



vasculo-estromal del tejido adiposo extraido por liposuccion y que tenian la capacidad de
diferenciarse a osteocitos, condrocitos y adipocitos (Sen et al., 2001).

En el afio 2004, en la segunda reunion anual de la Sociedad Internacional de
Tecnologia Aplicada de la Grasa (Dominici et al., 2006), se definieron como Asc (Adipose-
derived Stem Cells) aquellas células que cumplan los siguientes criterios:

e presentan morfologia fusiforme;

e son aislables mediante digestion enzimatica y adhesion a los cultivos;

e poseen capacidad de autorrenovacion por largos periodos de tiempo;

e son multipotenciales (se diferencian a adipocitos, condrocitos y osteocitos);

e presentan un patrén molecular de superficie caracteristico: CD29, CD44, CD71,

CD90, y CD105/SH2 SH3; y un marcaje negativo para CD34, CD45, CD117;
CD133 (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002; K. Yoshimura et al., 2006).

Gimble, Katz y Bunnell (2007) definen qué cualidades debe tener una célula troncal
para utilizarse con fines médicos:

1. Estar presentes en cantidades muy abundantes (de millones a billones de células).

2. Poder aislarse con procedimientos minimamente invasivos.

3. Ser capaces de diferenciarse hacia multiples linajes celulares de manera regulable

y reproducible.
4. Permitir trasplantes en forma aut6loga o alogénica.
5. Permitir la manipulacion de acuerdo con las actuales Guias de Buenas Préacticas de

Manufactura.

Las Asc cumplen con los criterios de Gimble et al. (2007). Considerando la incidencia de la obesidad
en la poblacion actual, esta es una fuente realmente abundante y accesible. El tejido adiposo puede ser

obtenido mediante liposuccion u otros métodos en grandes cantidades y con minimo riesgo.

Zuk et al. (2001) usaron el término PLA (processed lipoaspirate cells, células
provenientes de lipoaspirado) para describir una subpoblacion de células progenitoras
procedentes del lipoaspirado humano. El potencial multilinaje de estas células lipoaspiradas lo
confirmo este mismo grupo un afio mas tarde (Zuk et al., 2002).

Las Asc humanas autologas (hAsc) ya se han utilizado con éxito para mejorar la
técnica de lipotransferencia (Matsumoto et al., 2006), para la cicatrizacion de lesiones
isquémicas en pacientes que han sido sometidos a radioterapia (Rigotti et al., 2007), para el
tratamiento de lipoatrofias faciales (Yoshimura et al., 2008b) o para el aumento de mamas

(Yoshimura et al., 2008a). Recientemente, se ha demostrado que las ASC son capaces de



preservar la funcion cardiaca y aumentar la angiogénesis local si se administran tras infartos
de miocardio en ratas atimicas (Cai et al., 2009)

Arrigoni et al. (2009) emplearon hasc en diferentes scaffolds, para comprobar la
osteoinductividad, y observaron que estas células son sensibles al medioambiente
tridimensional en que se alojan.

Tras el empleo de Asc osteoinducidas (esto es, dirigidas a diferenciarse hacia células
0seas) en determinados scaffolds, estas mostraron un enorme potencial reparador de defectos
craneales en conejos (Dudas et al., 2006; S. J. Yoon et al., 2007). En 2008, Tobita et al.
demostraron que las Asc mezcladas con plasma rico en plaquetas provocaban la reparacion de
un ligamento similar al periodontal y del hueso alveolar en ratas.

De Girolamo et al. (2008) demostraron que las hasc proliferan mas rapidamente y
muestran una marcada capacidad clonogénica que decrece levemente a medida que aumenta
el nimero de pases.

Los scaffolds son estructuras tridimensionales de gran importancia en la ingenieria
0sea, ya que tienen como funcién dirigir la proliferacion y diferenciacién celular, asi como
dotar de soporte a las células.

Estas arquitecturas deben tener una serie de cualidades: ser biocompatibles (no
toxicas); ser porosas, con un grado de porosidad critico, ya que deben proveer a las células de
un ambiente optimo para permitir la proliferacion. Se considera que los poros deben tener un
diametro de al menos 100 micras para la difusion de los alimentos y oxigeno con el fin que las
células sobrevivan (Rouwkema, Rivron y van Blitterswijk, 2008), aunque se considera que el
tamafio del didmetro ideal esta entre 200 y 350 micras (Murphy y O'Brien, 2010), para lograr
una correcta vascularizacion y difusion de los nutrientes entre la matriz celular y el entorno.
Ademas, deben poseer una estructura porosa interconectada, con una porosidad total superior
al 80 % (Bellucci, Sola y Cannillo, 2011). Los estudios recientes revelan que son mas eficaces
aquellos scaffolds que combinan macro y microporosidad que aquellos que presentan solo
macroporosidades (Woodard et al., 2007). Otra caracteristica crucial es que deben ser
biodegradables y con una velocidad de resorcion mas o menos semejante a la de formacién
del nuevo tejido y asi crear el espacio necesario para el mismo (Bose, Roy y Bandyopadhyay,
2012); y deben provocar un minimo grado de inflamacion. «La superficie de los scaffolds
debe ser la adecuada, tanto desde el punto de vista quimico como topografico, para permitir y
facilitar la adhesion, diferenciacion y proliferacion celular. Las propiedades quimicas de la
superficie ayudaran a la adhesion, mientras que las propiedades topograficas tendran relacion

con el proceso de osteoconduccion o migracion celular» (Sandonis Oleaga, 2015).



En cuanto a su estructura, los scaffolds pueden ser inyectables o solidos prefabricados.
Los inyectables, cuyo ejemplo més representativo son los hidrogeles, pueden ser introducidos
en forma liquida en la lesion y llevan a cabo el proceso de entrecruzamiento (cross-linking) in
situ; por lo tanto, la forma del defecto no es una limitacion para este tipo de estructuras. Si
bien es cierto que su implantacion es poco invasiva, también puede resultar citotoxica. Un
aspecto que limita el alcance de los scaffolds inyectables es que sus propiedades mecénicas
son inferiores a las de los prefabricados, y por ello solo se aplican a ciertas estructuras
maxilofaciales o de otras zonas que soportan poca carga (Nguyen y West, 2002).

Dentro de los solidos prefabricados encontramos 2 grupos: Inorgéanicos y organicos.

Dentro de los inorganicos encontramos los metalicos, principalmente construidos con
titanio (Asti et al., 2010), acero, o hidréxido de magnesio (Janning et al., 2010).

Otra variedad son los ceramicos, los mas empleados hoy en dia, (Lichte et al., 2011),
con distintas composiciones a base de fosfato de calcio y fdsforo, y con distintas
presentaciones, bien en bloques o en formas granuladas. Las primeras presentan la ventaja de
resistir mejor las cargas, asi como menor capacidad de migracion. Las formas granuladas
presentan mayor superficie para la colonizacion celular y se incorporan mas rapidamente a los
tejidos del huésped que las formas en bloque, que se remodelan mas lentamente (Leong,
Cheah y Chua, 2003). El problema con los granulos es su tendencia a migrar, por lo que
deben ser retenidos en el sitio donde pretendan ser implantados mediante una barrera
contenedora. Todos ellos supusieron un gran avance, por tener una composicion semejante a
la del hueso, asi como por presentar osteoconductividad (LeGeros 2002). El fosfato de calcio,
en forma de ceramicas como la hidroxiapatita o el fosfato tricélcico, se ha utilizado debido a
su composicién, ya que su estructura es muy semejante a la fase mineral del hueso natural, lo
que se traduce en una excelente biocompatibilidad.

Por Gltimo, y también dentro de los scaffolds inorganicos, cabe destacar los
biocristales, que forman estructuras 3D con poros interconectados. Los vidrios de silicato
bioactivos, que fueron descubiertos por Hench en 1969 (Hench, 1991; Hench, 2006), ofrecen
notables ventajas en términos de bioactividad, puesto que son capaces de adherirse, por ambos
lados, a los tejidos blandos y al hueso. Su principal desventaja es la fragilidad mecanica.

Un segundo grupo serian los organicos, principalmente, los polimeros biocompatibles
y degradables. Entre los naturales, encontramos el colageno tipo I, &cido hialurdnico, heparin
y quitosano (Cristino et al., 2005; Tuzlakoglu y Reis, 2007; Feng et al., 2003; Sagnella y Mai-
Ngam, 2005). Muchos de los polimeros naturales, por estar presentes en el organismo

humano, ya poseen propiedades que les permiten interactuar con el componente celular; de no
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ser el caso, estos son generalmente faciles de modificar con moléculas que se lo permitan.
Entre los biomateriales sintéticos estan el polietilenglicol y algunos polimeros biodegradables,
como los poli (a- hidroxi ésteres). Estos Gltimos son un grupo de polimeros conformados por
policaprolactona, &cido polilactico, acido poliglicélico y co-polimeros, muchos de ellos
utilizados en la fabricacion de suturas y otros materiales quirurgicos (Hollinger y Battistone,
1986; Ishaug et al., 1994; Tuzlakoglu y Reis, 2007; Yuan, Mak y Li, 2001). A diferencia de
los naturales, los polimeros sintéticos, en su mayoria, carecen de grupos funcionales activos
que puedan interactuar con las células (Alvarez-Barreto y Sikavitsas, 2007; Ishaug et al.,
1997). Producen, en su degradacion mediante hidrdlisis, pequefias reacciones inmunoldgicas,
de cuerpo extrafio y acidificacion del medio (Bose et al., 2012).

La combinacion de cristales bioactivos con polimeros biodegradables mejora las
caracteristicas bioldgicas y mecanicas. Las propiedades mecanicas representan uno de los
requisitos mas importantes, ya que se necesita que el scaffold soporte las demandas mecanicas
del lugar lesionado mientras se produce el recambio por hueso neoformado, lo que implica
que la ratio de formacidon de este hueso y la degradacion del scaffold debe ser la misma. Esto
dependera de las caracteristicas del material, de la zona a regenerar y del paciente como tal
(Whang et al., 1999).

2. HIPOTESIS

Se plantean tres hipdtesis:

1. (Es posible lograr regeneracion Osea a partir de hasc diferenciadas a células
osteogénicas, en combinacion con scaffolds de suero humano y glutaraldehido, en defectos
criticos mandibulares de ratas atimicas?

2. ¢Es posible la regeneracion dsea de dichos defectos de manera espontanea?

3. ¢Es posible la regeneracién dsea de dicho defecto mediante el empleo exclusivo del

scaffold?

3. OBJETIVOS

Los objetivos son:
e Aislar y expandir hAsc a partir de pequefios fragmentos de tejido adiposo humano.
e Caracterizar in vitro estas células.

e Fabricar el scaffold necesario para implantarlas.
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e Diferenciar las hAsc a células osteogénicas in vitro y comprobar este hecho.

e Ver el comportamiento in vitro del cultivo secundario.

e Regenerar defectos criticos mandibulares de ratas atimicas tratados con hAsc
diferenciadas y el scaffold, asi como establecer la presencia de hueso humano en el
defecto.

e Estudiar los efectos del tratamiento histolégica, inmunohistoquimica y
radiol6gicamente.

e Establecer el grado de osificacion a los 45 y 90 dias del tratamiento.

o Establecer si se trata de defectos criticos.

e Determinar si hay regeneracién 6sea con el empleo exclusivo de scaffolds.

4. MATERIAL Y METODO

4.1. CULTIVO DE LAS HASC

Se obtuvo 1 cm? de tejido adiposo subcutaneo recogido del muslo de pacientes que se
sometieron a una reconstruccion microquirtrgica debido a un carcinoma epidermoide de la
cavidad oral. La zona dadora fue la region anterolateral del muslo y no causé morbilidad
adicional. Se obtuvo un consentimiento informado, previo a la cirugia, y el procedimiento fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Central de Asturias (08/04/2011.
Cadigo: 282011).

Las muestras de tejido adiposo fueron procesadas para obtener hAsc de la siguiente
manera: la muestra se lavo tres veces con pBs (phosphate buffered saline),! se cortd y se
colocé en un tubo de ensayo. Después de agregar 0,1 ml de colagenasa | 2 en un medio de
cultivo bMEM, 2 la suspension fue agitada y digerida durante una hora a 37 °C. La digestion se
detuvo mediante la adicion de suero fetal bovino? (sFB) al medio de cultivo. Después se filtrd
mediante filtro celular de 0,40 um °y se centrifugd a 500 G durante 10 minutos. Las células
fueron sembradas en matrices de poliestireno de 25 cm?  ®en un medio de cultivo HASC,

consistente en una dosis baja de glucosa, DMEM, 10 % sFB, 100 U/ml de penicilina’ y 100

1 PAA Laboratories GmbH (Colbe, Alemania).
2 Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

3 Gibco, Invitrogen (Paisley, Reino Unido).

4 Gibco, Invitrogen.

5 BD Bioscience (Madrid, Espafia).

® Cultek (Madrid, Espaiia).

" Gibco, Invitrogen.
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ug/ml de estreptomicina®. Las células fueron cultivadas en una atmosfera controlada (37 °C, 5
CO») durante 48 horas. Pasado dicho tiempo, el medio fue reemplazado y las células no
adheridas se retiraron. Posteriormente, el medio se repuso cada 2 o 3 dias y, entre el 7 y 8 dia,
cuando el cultivo fue confluente, las células se digirieron con tripsina (0,25 % wiv)° y se
sembraron en 2 frascos de 75 cm?. 1% Se repite el mismo procedimiento siendo empleadas

celulas del 2°y 3° pase.

4.2. CARACTERIZACION DE LAS HASC MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Los marcadores empleados fueron los propuestos por The Mesenchymal and Tissue
Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy (Dominici et al.,
2006). Los anticuerpos fueron contra CD34-PerCpCy5,5, ! CD73-Pe, 2 CD90-FITC, 13
CD105-APC *y CD45-PeCy7. 1° Las células fueron incubadas con agente bloqueante FcR 6
durante 20 minutos a 4 °C para evitar enlaces al anticuerpo inespecifico. A continuacion, las
células fueron tefiidas con los anticuerpos y su isétopo de control durante 30 minutos a 4 °C.

Todos los controles de fluorescencia, menos uno, fueron tefiidos en paralelo usando el
panel de anticuerpos con omision secuencial de un anticuerpo. Después de lavarlas, las células
fueron resuspendidas en 0,5 ml 1x sFB y tamizadas usando un filtro celular de nylon de 35
um.” Las muestras fueron analizadas usando un Becton Dickinson FACSAria con el
programa FACSDiva 6.1.2.1

4.3. CONSTRUCCION DEL SCAFFOLD

El scaffold se elabor6 segun la patente W02008119855 (Meana et al., 2008).
Brevemente, se obtuvieron de un banco de sangre 10 ml de sangre venosa humana y se

mantuvieron a 37 °C durante 30 minutos. A continuacién, se centrifugaron durante 15

8 Gibco, Invitrogen.

% Gibco, Invitrogen.

10 Cultek (Madrid, Espafia).

11 BD Bioscience.

12 BD Bioscience.

13 eBioscience (Barcelona, Espaiia).
14 eBioscience.

15 eBioscience.

16 eBioscience.

7 Becton Dickinson, (Madrid, Espafia).
18 Becton Dickinson.
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minutos a 2000 G y el suero resultante (5 ml) fue reticulado con 0,25 ml de glutaraldehido al
25 % 1° y trasladado a una jeringa desechable de 5 ml. Después de mantener la solucion de
suero-glutaraldehido a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta la solidificacion, fue
congelada y mantenida a —80 °C durante toda la noche. A continuacién, la jeringa se abrio y
la solucion se liofilizé durante 48 horas y se rehidratd en una serie de etanol gradual (100-90-

80) por inmersidn durante una hora en cada dilucién (Figura 1).

Figura 1: Aspecto macroscopico del scaffold

La estructura en forma de tubo obtenida se corté en laminas de 4 mm de didmetro y de
1-2 mm de grosor, y esterilizadas en etanol (70) durante 8 horas. Finalmente, los scaffolds
fueron neutralizados en DMEM. Antes de la siembra celular, se eliminé el exceso de fluido y
los scaffolds se colocaron en una placa de cultivo de 24 pocillos® a razén de un scaffold por

pocillo.

4.4. CULTIVO SECUNDARIO

Una vez los cultivos fueron confluentes, se sometieron a digestion enzimatica y las
celulas se contaron con un hemocitometro Neubauer. Las células liberadas se resuspendieron

en DMEM con 10 % de sFB. A continuacion, se sembraron 1x108 células en los pocillos. Se

19 Merck (Darmstadt, Alemania).
20 Nunc (Darmstadt, Alemania).
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mantuvieron bajo agitacion durante 4 horas para permitir a las células adherirse. EI medio de
cultivo se renovo dos veces por semana. Las células se conservaron a 37 °C durante 7 dias en

un ambiente humidificado al 5 % de CO; antes del trasplante.

4.5. DIFERENCIACION DE HASC EN CELULAS OSTEOGENICAS (A10S)

La diferenciacién en AiOs fue alcanzada mediante el uso del medio NH Osteodiff

durante un periodo de 15 dias. El medio se cambi6 cada 2-3 dias.

4.6. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS CULTIVOS SECUNDARIOS MEDIANTE MICROSCOPIA

ELECTRONICA DE BARRIDO

Las caracteristicas estructurales, tanto de los scaffolds solos como con AiOs, se
observaron por microscopia electronica de barrido (MEB). Los scaffolds se fijaron en
glutaraldehido al 2 % y tamponados con fosfato 0,1 M 22 durante 12 horas. Las muestras
fijadas se deshidrataron en una serie gradual de acetona (30-50-70-90-100.Merck) v,
posteriormente, secadas a punto critico utilizando CO22® Estas muestras fueron recubiertas
mediante pulverizacién de oro (Bal-tec SCD 004) y luego analizadas con MEB (JEOL LSM
6100, Tokio, Japon).

4.7. EVALUACION IN VITRO DE LA CAPACIDAD OSTEOGENICA

A fin de detectar la capacidad osteogénica temprana, se procedié a detectar la
produccion de fosfatasa alcalina®* por parte de las células y se realiz6 un microanalisis de
fésforo y calcio (al principio del cultivo y a las 2 semanas). Realizamos estos procedimientos
en scaffolds sin células y scaffolds con AiOs. Para detectar la produccion de calcio y fésforo,
se usé el SSD X-MAX 50.2° Los resultados fueron analizados con el programa INCA
ENERGY 350.

21 Miltenyi Biotec (Madrid, Espana).

22 panreac (Barcelona, Espafia).

23 Bal-tec CPD 030 critical point dryer (Balzers, Alemania).
24 Sigma Fast BCIP/Nbt (Barcelona, Espaiia).

%5 Oxford Instruments (High Wycombe, Reino Unido).
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4.8. EVALUACION DEL DEPOSITO MINERAL IN VITRO

Tanto el scaffold solo como el scaffold con AiOs fueron tefiidos siguiendo el método
von Kossa para evaluar el dep6sito mineral en el cultivo secundario previo al trasplante en

animales.

4.9. PROCEDIMIENTO CON UN MODELO ANIMAL

Para el manejo de los animales, se siguié las pautas de cuidado de los animales
establecidas por la Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo (Espafia), que siguen
los procedimientos ICLAS y a directiva 86/609/EEC. EIl procedimiento fue aprobado por el
Comité de Etica de Experimentacion Animal de Asturias (27/12/12. Codigo: 18-INV-2012).

Como modelos animales, se emplearon ratas machos de entre 11 y 12 semanas rnu/rnu
(Crl: NIH-Foxn1), de peso entre 250 y 300 gramos cada una.?® Estas se encontraban en una
habitacion de atmosfera controlada, con una temperatura de 23+/- 1 °C y una humedad de
55+/-5 %. Asimismo, eran sometidas a ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, realizandose el
encendido de luces a las 8:00 y apagandose a las 20:00.

Dentro de la habitacion en la que se encontraban, las ratas estaban en jaulas con
virutas de madera y papel, a modo de lecho, y tenian acceso continuo a agua estéril, asi como
al aprovisionamiento diario de comida por parte del personal del Bioterio de la Universidad
de Oviedo el cual, mediante un programa de seguimiento de la salud de acuerdo con la
Sociedad Espafola para las Ciencias del Animal del Laboratorio (SECAL) y establecido por
la Facultad de Medicina (Universidad de Oviedo, Espafia), se encarg6 de la monitorizacién de
la salud de los animales durante todo el procedimiento.

La cirugia llevada a cabo consistio en la realizacion de dos defectos criticos
mandibulares, uno en cada angulo mandibular del animal, y el posterior relleno de dichos
defectos con scaffold y hAsc, o solo con el scaffold a modo de control. Se seleccionaron
determinados animales donde no se coloco ningun tratamiento con el fin de comprobar si se
producia la regeneracion espontanea del defecto.

El procedimiento se realiz6 bajo una campana de flujo laminar y con sedacion
profunda de los animales mediante una Gnica dosis de enorfloxacino 10g/100 ml 27 (30mg/kg)

aplicada por via intraperitoneal, asi como buprenorfina?® (0.05mg/kg), meloxicam (2

% Charles Rivers (Barcelona, Espaiia).
27 Dr. Esteve (Barcelona, Espafia).
28 Boehringer Ingelheim (Barcelona, Espafia).
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mg/kg).?° Tras la anestesia, se us6 una fresa de trefina de 4 mm *° para realizar un defecto

critico de 4 mm desde el lado externo al interno de cada angulo mandibular (Figura 2).

Figura 2: Trefina para la realizacion de los defectos

En el &ngulo derecho de todos los animales, se implantaron células con scaffold. En el
lado izquierdo, se usé scaffold carente de células en la mitad de los animales. En la otra mitad,
se dejo el defecto sin tratar (Figura 3).

29 Boehringer.
30 Surgimedic (Asturias, Espafia).
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Figura 3: Creacion de los defectos y relleno con el tratamiento propuesto

En ninguno de los casos se us6 membranas para cubrir el defecto. La sutura empleada
para el cierre de los tejidos blandos fue seda 3/0. Durante 3 dias después de la cirugia, se
administré meloxicam (2 mg/kg) a modo de analgésico, siendo controlados por el personal del
bioterio diariamente durante la primera semana tras la cirugia y cada dos dias en adelante

hasta la finalizacion del procedimiento. Cada grupo fue subdividido en dos periodos de
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tiempo: 45 y 90 dias. EI nimero de sujetos fue de 10. Es decir, fueron tratados un total de 20

angulos mandibulares: 10 angulos por grupo y 5 por cada periodo.

4.10. VALORACION MACROSCOPICA DE LA REGENERACION OSEA

Una vez pasado el tiempo establecido, los animales fueron sacrificados usando
monoxido de carbono y sus mandibulas fueron extirpadas y procesadas para estudiar la
regeneracion Osea. Para este propdsito, se usé una fresa trefina de 5 mm.3! Se realizd un

primer andlisis visual para valorar la regeneracion 6sea macroscopicamente.

4.11. EVALUCION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron deshidratadas en una serie gradual de etanol y fijadas durante la
noche en PFA al 4 % en 0,1 M pBS a 4 °C, embebidas en parafina, y se cortaron secciones de 7
a 10 pm de espesor con un micrétomo (Microm, modelo HM310). Se utilizaron tinciones de
hematoxilina-eosina y coloracion de Tricrdmico de Masson modificado por Goldner®? de la
manera habitual. Algunas muestras fueron incrustadas en metil-metacrilato® y, después, se
obtuvieron secciones de 5 um de espesor mediante un micrétomo Polycut S.3* La valoracion
de la existencia de mineralizacion fue realizada, posteriormente, mediante el método Von

Kossa.

4.12. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Las secciones fueron montadas sobre portas de vidrio, se afiadié PBS y la peroxidasa
endogena fue bloqueada a los 30 minutos con H20: al 1 %. Las posibles tinciones de fondo se
bloquearon incubando secciones durante al menos 30 minutos en 5% BSA® en pBs. Las
secciones fueron incubadas con anticuerpos monoclonales anti-vimentina humana® (1:5000)
0 con anti-STRO-1%" (1:1000) durante toda la noche a 4 °C en camara humidificada. Se

empled el kit de deteccion EnVision REAL.®

31 Surgimedic.

32 Merck.

33 Sigma-Aldrich.

3 Reichert-Jung (Depew, EE. UU.).
35 Merck.

3% Novocastra, (Barcelona, Espafia).
37 Abcam, (Cambridge, Reino Unido).
% Dako (Barcelona, Espafia).
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Tanto los resultados histolégicos como inmunohistoquimicos fueron documentados
con un microscopio Olimpus BX-41 acoplado a una camara digital Olympus DP71, y los
resultados fueron analizados usando el software de imagen del equipo.

4.13. CUANTIFICACION DEL HUESO NEOFORMADO MEDIANTE uCT Y ANALISIS ESTADISTICO

Para cuantificar la mineralizacion, todas las muestras fueron escaneadas con micro-

tomografia de alta resolucion (uCT).>®

El pequeiio dispositivo de soporte del uCT fue usado
para colocar el espécimen con su eje mayor perpendicular al suelo del dispositivo de soporte y
de la fuente de rayos X.

Las imagenes se obtuvieron a 50 kV y 800 pA. Todos los especimenes fueron
escaneados usando un filtro de 0,25 mm y una resolucion de 12 pixels. Para cada espécimen,
se obtuvieron series de 613 proyecciones con una etapa de rotacion de 0.3°, a un promedio de
dos marcos para un total de 180° de rotacion.

El tiempo de escaneado para cada muestra fue de aproximadamente 1 hora 30 minutos,
con un tiempo de exposicion de 4200 ms. La correccion de campo plano fue realizada al
comienzo de cada escéner. Las imagenes obtenidas fueron reconstruidas usando el software
Nrecon.*

La correccion de valores del coeficiente de atenuacion, endurecimiento del haz,
suavizacion y reduccion de ruido fueron las mismas para todas las muestras. Para el andlisis
de la densidad mineral 6sea (BMD) se usé el software provisto por el fabricante (CTAN). La
region de interés (ROI) fue ajustada manualmente para cada muestra y se eligieron 400
porciones. Los niveles de umbral de la escala de grises globales para estas areas fueron de
120. Los parametros fueron medidos de acuerdo con la nomenclatura histomorfométrica
ASBMR (Parfitt et al., 1987).

Para demostrar las diferencias entre grupos, se realiz6 un analisis estadistico que
consistio, primeramente, en un estudio descriptivo de los datos de cada grupo. Posteriormente,
los datos fueron contrastados mediante el test Shapiro-Wilk, para probar la hipdtesis de
normalidad, y el test de Levene, para comprobar el supuesto de homocedasticidad.
Finalmente, fue realizado un test de ANOVA. Para el andlisis de los datos se empled el

programa SPSS.* La significacion estadistica fue establecida en p<0,05.

39 SkyScan 1174, SkyScan (Kontich, Bélgica).
40 SkyScan.
41 SPSS Inc. (Chicago, EE. UU.).
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS IN VITRO

5.1.1. Caracterizacion molecular por citometria de flujo

La caracterizacion de las Asc mediante citometria de flujo permitié establecer el
siguiente patron molecular: positivas para los marcadores CD73, CD90, CD105 y negativas
para los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45 (Figura 4).

Mo 150 00 280
FSC-H (x 1,000)
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CD45 PE-Cyr-A
. CD73FE-A
"
CD105 APC-A
'S

o w0’ 0
CD34 PerCP-Cy5-5-A

2 3

o 1w 0
CD73PE-A

' 0

El 96.2% de las celulas en cultivo
poseen el fenotipo:

CD34-CD45-CD73+CD90+CD105+

Figura 4: Resultados citometria de flujo
Asimismo, fue posible su expansion en varios pases y observamos su morfologia

similar a los fibroblastos mediante microscopio 6ptico invertido (Figura 5). Todo ello
corresponde con el perfil de Asc.
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Figura 5: Aspecto de las células en cultivo

5.1.2. Deteccion temprana de osteogénesis

La fosfatasa alcalina se detecto en los cultivos secundarios de scaffold junto con AiOs
después de 2 semanas de diferenciacion. Por otro lado, los scaffolds solos 0 en combinacion

con Asc sin diferenciar, no se detecto la presencia de fosfatasa alcalina (Figura 6).
' T

-
L 8
‘ . 50.0 ym

Figura 6: Frotis de células diferenciadas. Positivas para fosfatasa alcalina

En todos los cultivos, los valores de fosforo y calcio fueron 0,00 KeV (Figura 7).
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Figura 7:

Valores para calcio y fésforo previos a la diferenciacion.

Después de 2 semanas de diferenciacion, los cultivos con AiOs duplicaban la cantidad

de ambos minerales, mientras que

mantenian con 0,00 KeV (Figura 8).
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5.1.3. Tincién Von Kossa de los cultivos secundarios

La tincién con Von Kossa de los scaffolds, solos 0o en combinacion con Asc sin
diferenciar, fue negativa. Solo expresd mineralizacion la combinacion de los scaffolds con
AiOs (Figura 9).

Figura 9: Von Kossa de AiOs en el scaffold

5.1.4. Microestructura del scaffold y morfologia de las células por analisis MEB

MacroscOpicamente, el scaffold actia como una esponja en contacto con fluidos, pero
adquiere rigidez en un ambiente libre de fluidos, lo cual facilita su manejo y control al llevarlo
al area receptora del injerto.

Los scaffolds demostraron un aspecto ultraestructural similar al observado en las
trabéculas Oseas. La disposicion trabeculada y la interconectividad de los poros proporciona
una excelente superficie para que las células se adhieran y proliferen. EI didmetro de los poros

oscild entre 50 y 150 um (Figura 10).
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Figura 10: MEB del scaffold sin células

El estudio MeB de las células implantadas en el scaffold durante 7 dias revel6 que las
AiOs se adhieren al scaffold y proliferan a través de sus poros (Figura 11).
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Figura 11: Adhesion y proliferacion de las AiOs en el scaffold. MEB

5.2. RESULTADOS IN VIVO

5.2.1. EVALUACION MACROSCOPICA DE LOS RESULTADOS

Macroscépicamente, el grupo de scaffold y AiOs, con el tratamiento de 90 dias,
presentaba una regeneracion completa, con aspecto similar al hueso circundante. A los 45
dias, la regeneracion no era completa aun. En el caso de emplear solo scaffold, se observo una
fragilidad del tejido presente, ademas de no ser completa la neoformacion ésea. En aquellos
defectos en los que no se llevo a cabo un tratamiento, no se observo la presencia de ningn

tipo de tejido (Figura 12).
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Figura 12: De arriba abajo: 45 dias; 90 dias; sin tratamiento

5.2.2. Evaluacién histolégica de las muestras

45 dias y AiOs-scaffolds: Observamos una organizacion tisular similar al hueso en
reparacion, con una disposicion central de células maduras y hueso mineralizado, y la
disposicion periférica de tejido osteoide. Se podian observar algunas areas de osteonas en

formacion (figura hematoxilina y Masson) (Figura 13).
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Figura 13: 45 dias. Hematoxilina-Eosina (arriba). Tricromico (abajo)

90 dias y AiOs-scaftolds: No observamos células inmaduras. Todo el defecto se habia
regenerado y la estructura observada se asemeja al hueso cortical maduro. Las células se
distribuian en torno a unidades similares a osteonas, y se comprobd la existencia de
mineralizacion en todos los defectos. Tras 90 dias, permanece una pequefia cantidad de

scaffold (Figura 14).

Figura 14: 90 dias. Regeneracion completa y osificacion
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Solo scaftold: No encontramos células en el nudcleo del defecto. El scaffold sin
componente celular presento dificultad para integrarse en el hueso circundante al defecto. Se
observo una pérdida de gran cantidad del mismo. Solo quedaban restos suyos en la zona

periférica del defecto (Figura 15).

Observamos revascularizacion del scaffold en todos los tratamientos y en todos los
periodos.

Figura 15: Solo scaffolds
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Sin tratamiento: No detectamos actividad en el defecto.

5.2.3. Valoracién de la existencia de mineralizacién en el defecto

La tincion de Von Kossa revel6 cierto grado de mineralizacion cuando se emplean
AiOs-scaffolds durante 45 dias, pero los mejores resultados se alcanzan a los 90 dias, ya que

observamos una mineralizacion completa del hueso (Figura 16).

Figura 16: Von Kossa
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5.2.4. Analisis inmunohistoquimico de las muestras

Detectamos vimentina en todas las muestras y no en el hueso huésped circundante, de
acuerdo con la localizacion de las células que utilizamos. Este marcador, junto con el analisis
histologico, sugiere que la mayor parte de células que aparecen en el nacleo del scaffold son
células trasplantadas, por lo menos en las etapas tempranas (45 dias), donde la positividad es

mas evidente (Figura 17).
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Figura 17: Vimentina positiva en células en cultivo e in vivo

En cuanto al STRO-1, solo encontramos positividad a los 45 dias (Figura 18).
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Figura 18: Stro-1 positivo solo a los 45 dias y con células

5.2.5. Analisis de la imagen en uCT

De acuerdo con los resultados clinicos e histologicos, la regeneracion 6sea completa se
alcanzo6 con el tratamiento AiOs-scaffolds después de 90 dias. En el peridodo de 45 dias,

observamos una estructura similar a las trabeculas 6seas, en el centro del defecto (Figura 19).

32



Figura 19: MicroTc. 45 dias (arriba). 90 dias (abajo)

4.2.5. Cuantificacion y anélisis estadistico del grado de mineralizacion

El resultado utilizando AiOs-scaffolds durante 90 dias esta muy cercano a la rBmD.
Este resultado es estadisticamente superior comparado con los otros grupos (p<0,05).
También observamos que el uso de células mejoraba los resultados respecto a utilizar el
scaffold solo, cuando se compararon grupos con los mismos periodos. No encontramos rBMD

en el grupo control, sin tratamiento. Se muestran los resultados del ANOVA en la tabla 1.

Grupos Media de las diferencias p
AiOs-90 dias —0,13881400 0,003
Scaffold-45 dias 0,68275400 <0,0005
AiOs-45 dias Scaffold-90dias 0,36415400 <0,0005
AiOs-90 dias Scaffold-90dias 0,50296800 <0,0005
Scaffold-45 dias | Scaffold-90dias —0,31860000 <0,0005

Tabla 1. Resultados ANOVA
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6. DISCUSION

Existen numerosas demostraciones de que las Asc son los tipos celulares mas efectivos y
seguros de la medicina regenerativa. No obstante, la creciente investigacion en el area de los
scaffolds biocompatibles amplia el escenario, permitiendo que citoquinas y factores de
crecimiento puedan interactuar con ellos y las Asc (Barba et al., 2013).

El limitado éxito de los autoinjertos y aloinjertos, junto con los riesgos derivados de su
uso, especialmente en el caso de los primeros, ha dado lugar a la introduccién en la clinica de
una amplia gama de biomateriales empleados en prometedoras terapias. (Dimitriou et al.,
2011). Los modelos de estudio tratan de recrear los mismos factores y medio ambiente
presentes durante el desarrollo, cuando tiene lugar la diferenciacién celular y la formacion de
hueso, con la intencidn de regenerar el tejido 6seo tras el nacimiento (Vunjak-Novakovic et
al., 2005). En este sentido, se hacen necesarias sefiales bioquimicas y biofisicas para dar a las
células un alojo tridimensional que les permita interactuar con las células vecinas y la matriz
extracelular. Este conglomerado es lo que permite a la comunidad cientifica manejar distintas
interacciones de scaffolds, células y factores de crecimiento, para inducir la regeneracion
tisular en los defectos 6seos (Giannoudis et al., 2008).

Para comprender el complejo mundo de la ingenieria tisular, podemos pensar en un
triangulo equilatero, en el que las células mesenquimales, scaffolds y las moléculas bioactivas
(como factores de crecimiento, etc.) estan en los vértices del mismo e interacttan entre si. Los
estudios actuales van encaminados a conocer esos procesos y como podemos favorecerlos con
nuevos biomateriales o scaffolds que permitan el desarrollo del fenotipo deseado a partir de
las Asc.

En este estudio mostramos que es posible regenerar hueso en defectos 6seos de
tamafio critico practicados en mandibulas de ratas atimicas utilizando células mesenquimales
diferenciadas procedentes de tejido adiposo humano en combinacion con scaffolds derivados
de proteinas del suero humano y glutaraldehido. Observamos que, cuando las ASC son
prediferenciadas, el grado de osificacion es superior al encontrado con el uso aislado de
scaffold (Kim et al., 2012; Sunay et al., 2013). Diversos estudios apoyan esta aproximacién a
la resolucidn del problema planteado.

De Girolamo (2007 y 2008) demostrd, in vitro, el potencial diferenciador osteogenico,
condrogénico y adipogénico de las Asc. Otros autores han demostrado que las Asc pueden ser
aisladas del tejido adiposo de animales, como las ratas (Tholpady, Katz y Ogle, 2003;
Kingham et al., 2007; H. Yoshimura et al., 2006), conejos (Peptan, Hong y Mao, 2006; Torres
et al., 2007), cerdos (Qu et al., 2007) y caballos (Vidal et al., 2007). Las AscC osteoinducidas y
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cargadas en scaffolds especificos mostraron gran capacidad de reparacion cuando son
implantadas en defectos de la boveda craneal de conejos y ratas (Dudas et al., 2006; E. Yoon
et al., 2007) y, recientemente, Tobita et al. (2008) demostraron que, en ratas, la mezcla de Asc
con plasma rico en plaquetas (PRP) induce la formacion de una estructura similar al ligamento
periodontal y al hueso alveolar.

Entre las diferentes aproximaciones al problema de la regeneracion 6sea con células
troncales, se encuentra la preinduccion o diferenciacion de las Asc colocadas en distintos
scaffolds y realizados en distintos animales, como hemos llevado a cabo en el presente
trabajo. En el estudio de Lin et al. (2006), las Asc fueron recogidas de ratas Sprague-Dawley
(SD) y conminadas a diferenciarse en células osteogénicas antes de ser embebidas en un
scaffold de nano-fosfato bicalcico (NanoBCP) y reimplantadas en ratones atimicos de forma
subcutanea. Asimismo, se practicaba en ratas un defecto 6seo craneal que se rellenaba con el
scaffold NanoBCP que contenia las Asc osteoinducidas en el grupo experimental y con el
mismo andamiaje libre de células en el grupo control. Se encontr6 formacion de hueso en el
grupo ectopico, mientras que, en los grupos con el defecto craneal, hubo una reparacion
completa en el grupo experimental y solo parcial en el grupo control.

El grupo de Conejero (2006) experimenté con Asc diferenciadas hacia células
osteogénicas en un scaffold de &cido polilactico para rellenar defectos de paladar en ratas.
Repartieron los animales del estudio en 4 grupos, de acuerdo con el tipo de injerto colocado
en el defecto. Asi distinguieron los siguientes grupos: grupo | en el que el defecto se deja
vacio, grupo Il en el que se coloca el scaffold sin células, grupo Ill, tratado con scaffold y
células Asc no diferenciadas, y grupo IV en el que se implanto el scaffold células Asc
diferenciadas osteogénicamente. En los grupos I, 11 y IlI, el defecto se rellend de tejido
fibroso, mientras que en el grupo IV hubo una sustanciosa regeneracion dsea.

Kim et al. (2010) utilizaron scaffolds de composites de policaprolactona-acido
polilactico-glicolico y TCP (fosfato tricalcico) en los que se anclaron células osteogénicas
diferenciadas a partir de Asc y células endoteliales de la vena umbilical, implantados en
defectos craneales en ratas. Realizaron los analisis a las 8 y 12 semanas y dedujeron que los
defectos con mayor area de hueso neoformado correspondian al grupo con dicho scaffold, por
encima del grupo donde se colocaron unicamente las Asc diferenciadas, en el que también se
formo hueso, aunque en menor medida.

S. J. Yoon et al. (2007), por su parte, estudiaron el efecto en la regeneracion 6sea con
scaffolds de &cido polilactico-glicélico, en los que se introdujeron Asc humanas diferenciadas

e implantadas en defectos parietales de 8 mm en 27 ratas atimicas. Los animales se
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distribuyeron en 3 grupos segun que el scaffold estuviera vacio, relleno de Asc humanas sin
diferenciar o con Asc diferenciadas. Los resultados confirman que el grupo que contenia el
scaffold y las Asc diferenciadas contenia méas cantidad y hueso méas denso que cuando se
empleaban Asc sin diferenciar.

Cui et al. (2007), por su parte, consideraron como factor limitante de su aplicabilidad
en la clinica humana que la mayor parte de los estudios publicados anteriormente habian sido
hechos en modelos animales de pequefio tamafio y con un tiempo de seguimiento corto. En su
estudio analizaron la viabilidad del uso de Asc (autdlogas) en scaffold de coral para reparar
defectos parietales en perros y con un seguimiento de al menos 6 meses. Realizaron defectos
bilaterales de 20 mm en los huesos parietales, que se rellenaron con scaffold de coral vacios
en el grupo control, y cargados de Asc en el grupo experimental. Los resultados confirman
que, aungue en los dos grupos se formd hueso, la reparacion fue mas completa en el lado
experimental.

Di Bella, Farlie y Penington (2008) evaluaron la capacidad de las Asc aut6logas en
combinacion con un scaffold de &cido polilactico (PLA) para regenerar defectos 6seos en el
esqueleto de conejos blancos de Nueva Zelanda. Repartieron 30 animales en 6 grupos de 5
ejemplares cada uno. El grupo | (control) fue tratado con PLA solo, el grupo Il con PLA
recubierto con fibronectina, el grupo Il con PLA y AscC, el grupo IV con PLA recubierta de
fibronectina y con Asc, el grupo V con PLA con AsC inducidas osteogénicamente v,
finalmente, el grupo VI con PLA recubierto de fibronectina con Asc inducidas
osteogénicamente. Este ultimo grupo fue el que mostré mayor formacién de hueso. También
se observaron que, en los grupos en los que el scaffold estaba cubierto de fibronectina
mejoraba la neoformacion de hueso.

Dudas et al. (2006) disefiaron un estudio para evaluar el potencial osteogénico de las
AsC a la hora de regenerar defectos craneales en conejos. Testaron la eficacia de scaffolds de
espuma de gelatina (GF) con Asc aut6logas diferenciadas junto con proteinas morfogenéticas
BMP-2. Produjeron defectos craneales de 8 mm vy los trataron en diferentes formas: unos
fueron dejados vacios y otros rellenados con un autoinjerto, con el scaffold de GF, con GF y
ASC, y con GF con AscC diferenciadas. Después de 6 semanas, los defectos tratados con el
autoinjerto se habian reparado de forma completa y aquellos que tenian Asc osteoinducidas
exhibieron mejores resultados que las que tenian Asc no inducidas.

El estudio de Kim et al. (2012) evalud la capacidad osteogénica de las Asc inducidas
osteogénicamente. Utilizé 40 ratas sD, en 4 grupos de 10 animales cada uno, en los que se

realizaron defectos criticos circulares de 8 mm en la calota. Los tratamientos aplicados a los
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mismos, fueron: un grupo control, sin tratamiento; un grupo con la matriz desmineralizada, un
grupo con la matriz y Asc no inducidas y un ultimo grupo con la matriz y las Asc inducidas
osteogénicamente. Los animales fueron sacrificados a las 8 semanas de la implantacion y se
hicieron analisis radiograficos e histoldgicos confirmando que los defectos estaban mas
reparados en el grupo donde se habian incluido las Asc inducidas, en comparacion con los
otros grupos.

En otra linea, el estudio de Stockmann et al. (2011) estaba orientado a comparar, in
vivo, el potencial osteogenico de las Asc y de las células mesenquimales procedentes del
periostio (PD-MsC) y de la médula 6sea (BM-Msc). Todas fueron osteogénicamente inducidas y
fijadas en un scaffold de colageno y, posteriormente, colocadas en defectos craneales
monocorticales, creados en 21 cerdos. Después de ser sacrificados, se reveld que en los
primeros estadios de la cicatrizacion, hasta pasados 30 dias, no se encontraron diferencias
entre los distintos grupos, pero en la parte final de aquella, la regeneracion Gsea se aceleraba
en los grupos experimentales. De hecho, todos los defectos experimentales estaban totalmente
reparados al cabo de 90 dias. Estos resultados indican que la eficacia de la implantacion de
células Asc, pb-MsC y BM-MsC autdlogas no presentaba diferencias significativas en la
reparacion de defectos 6seos.

En otro grupo de estudios se emplean Asc no inducidas a estipes osteogénicas. A este
grupo pertenece el trabajo de Streckbein et al. (2013), donde se evalla la reparacion de
defectos de tamafio critico en mandibulas de ratas atimicas, mediante el relleno de los mismos
con Asc humanas embebidas en fibrina, comparada con la de defectos rellenados con un
injerto autdlogo. Como control, se emplearon defectos carentes de relleno. Se observé que los
defectos tratados con ASc humanas se repararon adecuadamente.

En el estudio de Levi et al. (2010), se intenta justificar el uso de Asc humanas en la
reparacion de defectos 6seos criticos craneales en ratones. Recogen hAsc de lipoaspirados, y
crean defectos criticos de 4 mm en los huesos parietales de ratones atimicos machos. Los
defectos se rellenan bien con un scaffold de apatita impregnado con PLGA (acido poliléactico
co-glicolico), con scaffold con hAsc o, simplemente, se dejaron vacios. Se observd una
reparacion, practicamente total, en el caso del scaffold con las hAsc, por lo que estos autores
defienden que no es necesaria la prediferenciacion de las Asc para la regeneracion dsea de
estos defectos de tamario critico.

Otros estudios como el de Wang et al. (2010) se basan en la hipotesis de que
sustancias como el alendronato (Aln) pueden actuar como factor osteoinductor en la

diferenciacion osteogenica de las h Asc. In vitro, el efecto del Aln en la capacidad osteogénica
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de las hasc se testd mediante el estudio de la mineralizacion y de la actividad de la fosfatasa
alcalina. In vivo, el efecto de la administracion local de Aln en la reparacion 6sea se examind
en defectos craneales de 7 mm practicados en ratas. Los defectos se rellenaron con hAsSc en un
scaffold de PLGA y se inyectaron localmente en el defecto 5 uM/100 ul/dia durante una
semana. El nuevo hueso formado se evalu6 radiograficamente y con analisis histoldgico a las
8y 12 semanas. Los resultados demostraron que esta administracion local del Aln actia como
un potente factor osteoinductor, aumentando la actividad osteogénica de las hasc y la
regeneracion 0sea.

Wilson, Butler y Seifalian (2011), a su vez, investigaron el efecto de las Asc
inyectadas local o sistémicamente en la regeneracion 6sea de defectos no-criticos de 10 mm
de didmetro en la rama mandibular de 15 cerdos Yorkshire. Los animales recibieron 3 tipos de
tratamiento. El grupo 1 recibi6 una inyeccion de 2,5 millones diacetato de carboxifluresceina
succinimidil éster con Asc de un cerdo donante, directamente dentro del defecto (grupo 1) o
de 5 millones de la misma solucion en una vena de la oreja (grupo 2), o de un cultivo de
DMEM sin células en la misma vena (grupo 3). Se sacrificaron los animales de cada grupo al
cabo de 1 hora, 2 semanas y 4 semanas después de la cirugia. La cicatrizacion dsea en los
grupos donde las Asc estaban tratadas con las inyecciones fue mas rapida en comparacién con
el grupo control.

El grado de mineralizacién obtenido con los scaffolds desnudos podria explicarse tanto
por el hecho de que la albumina incorpora calcio como por la capacidad osteoconductiva del
scaffold debido a la porosidad de su estructura. En el analisis estructural, histolégico y
radiolégico, observamos una mejor organizacion en osteonas cuando se utilizan células vy,
mejor aun, en el periodo de 90 dias, predominando el tejido osteoide a los 45 dias (Conejero
et al., 2006).

Las propiedades de los scaffolds son importantes para la formacién de hueso e influye
el tamafio, distribucion y forma de los poros, rugosidad de superficie, presencia de espacio
adecuado para alojar a las células y las propiedades biomecénicas del material (Hofmann et
al., 2007; Dalby et al., 2007; Comisar et al., 2007; Engler et al., 2006). La mayor parte de los
scaffolds estan fabricados con material osteoconductivo, como proteinas 6seas e HA.

También pueden incorporar y controlar la entrega de moléculas bioactivas, tales como
los factores de crecimiento, que regulan la funcion celular, acelerando la cicatrizacion y
previniendo patologias (Karageorgiou et al., 2006; Janicki y Schmidmaier, 2011). La
porosidad del scaffold es primordial en la revascularizacion, adhesion y proliferacion celular

(Mohan et al., 2013). En nuestro caso, el tamafio del poro era 6ptimo, entre 50 y 150 micras.

38



El scaffold debe ser reemplazado, con el tiempo, por hueso neoformado, por lo que
deben estar construidos con materiales reabsorbibles o materiales que se degraden de forma
hidrolitica o enzimética, como los polimeros, o que puedan ser disueltos por células como los
osteoclastos (Schmidt-Rohlfing et al., 2009; Liao y Cui, 2004). Muchos materiales se han
descrito como soporte in vitro para la formacion de hueso con células humanas, incluyendo
biocerdmicas como las HA, B-TCP, biocristales y polimeros biodegradables (Mygind et al.,
2007; Boukhechba et al., 2009), colédgeno natural o sintético, fibrina, chitosan o poliésteres
(Boukhechba et al., 2009; Meinel et al., 2004). Los scaffolds que contienen compuestos de
estos materiales combinan las ventajas de las ceramicas bioactivas y de los polimeros
biodegradables (Chesnutt et al., 2009; Wahl y Czernuszka, 2006; Li, Feng y Cui, 2006; Liao,
Cui y Zhu, 2004; Zhang et al., 2011). En nuestro estudio, al final de los 90 dias, partes del
scaffold persistian, lo que es util, ya que la reabsorcion lenta del scaffold permitio a las células
proliferar de forma adecuada (Hollinger y Battistone, 1986; Gao et al., 2005).

Otro factor importante es la contribucion activa de las células injertadas. Esto se
deduce de la diferencia, estadisticamente significativa, entre los grupos; y la presencia
positiva de vimentina en células humanas (Mohan et al., 2013). No encontramos positividad
para vimentina en las células del huésped; sin embargo, hay poblaciones celulares que no se
tifien con este reactivo, o se tifien poco en grupos con largos periodos postoperatorios. Esto
sugiere que parte de la regeneracion 6sea ocurre a expensas de la contribucion de las células
del huésped (Levi et al., 2010), lo que podria evidenciar la capacidad osteoinductiva y
osteoconductiva del tratamiento propuesto. Es conocido que la sola contribucion de las células
del huésped no es suficiente para regenerar hueso (Kibler et al., 1995; Clokie et al., 2002),
hecho confirmado con nuestros resultados, asi como el hecho de que el grado de
mineralizacion y regeneracion sea mas pobre usando el scaffold solo.

El uso del scaffold solo no conduce a un resultado estructuralmente estable, como nos
revela el estudio histoldgico. Por esta razén pensamos, igual que otros autores, que las células
contribuyen a la estabilidad del scaffold en defectos dseos (Choi et al., 2011). Cuando no se
usa ningun tratamiento, el huésped no es capaz de regenerar los defectos por si mismo, en los
periodos de tiempo analizados. Esto indica que el tamafio del defecto es critico, y que su
regeneracion se alcanza solo cuando se aplica el tratamiento recomendado.

Los resultados obtenidos con STRO-1 no son suficientes para establecer conclusiones
con respecto a este marcador y Asc. Parece que STRO-1 puede estar relacionada con una
subpoblacion con mayor capacidad osteogénica (Rada et al., 2012). Solo encontramos células

STRO-1 positivas cuando se trato el defecto con AiOs durante 45 dias. Posteriormente, estas
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células perdieron positividad. Estos hallazgos pueden ser explicados asumiendo la hipotesis
de que la diferenciacion celular previa acontecida in vitro no es completa, de modo que las
celulas estarian en un estadio intermedio de diferenciacion, y que esta seria solo completa tras
Su presencia en un organismo vivo. Esto explicaria la positividad inicial a los 45 dias y su

ausencia a los 90 dias.

7. CONCLUSIONES

e Esposible aislar Asc, validas para regeneracion dsea, a partir de tejido adiposo.

e Esposible inducir la diferenciacion de las ASCs a células osteogénicas in vitro.

e Es posible regenerar hueso con esta estirpe celular diferenciada, en combinacion
con scaffolds de suero humano y glutaraldehido.

e EIl hueso regenerado presenta, a los 90 dias, una estructura similar al hueso maduro
nativo.

e Las células injertadas participan activamente en la regeneracién dsea y el resultado
es dependiente de ellas.

e Las células injertadas perduran, al menos, durante 45 dias.

e El scaffold es adecuado para soportar esta linea celular, es osteoconductivo y sirve
de soporte adecuado para la proliferacion celular y la revascularizacion.

e El scaffold es facil de construir y puede ser autélogo.

e EIl proceso de reabsorcion del scaffold es adecuado en forma y tiempo para la
regeneracion 0sea.

e Laintegracion del scaffold en el huésped depende de la presencia de células.

e El scaffold, por si mismo, no es capaz de promover la regeneracion 6sea.

¢ No se ha observado regeneracion en los defectos no tratados, o que demuestra que

los defectos han sido de tamafio critico.
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