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1. JUSTIFICACION

Uno de los factores mas importantes para garantizar una correcta
oseointegracion y un buen pronostico de los implantes dentales a largo
plazo es la presencia de un volumen de hueso suficiente en la zona edéntula.
La colocacion de implantes se ve limitada en ocasiones por defectos del
reborde alveolar debidos principalmente a extracciones traumaticas,
procesos infecciosos de los dientes o bien a la reabsorcidon 6sea que tiene
lugar tras su extraccion, siendo necesario practicar algun tipo de
procedimiento de aumento 6seo previo o simultaneo a su insercidn, para
evitar posibles complicaciones que comprometan el éxito del tratamiento,

no so6lo desde un punto de vista funcional sino también estético (1,2).

Los procedimientos de regeneracion osea guiada (ROG) en el campo de la
Odontologia se han convertido en una practica habitual y predecible con un
elevado porcentaje de éxito (3,4). A pesar de los resultados satisfactorios
obtenidos con la utilizaciéon de xenoinjertos, aloinjertos o biomateriales
aloplasticos, los injertos de hueso autdlogo siguen siendo actualmente el
patron de comparacion (“gold standard”) en los procedimientos de

regeneracion 6sea (RO) (5,6).

La utilizacion de células madre autologas, en las técnicas de ingenieria
tisular, tiene como finalidad la seleccidon de un determinado tipo de células
del propio individuo con capacidad para diferenciarse y promover la
regeneracion de los tejidos de la zona receptora. Los estudios de ingenieria
tisular relacionados con la formacion de tejido Oseo, se centran
especialmente en el uso de células madre procedentes de la médula dsea.
Sin embargo, el limitado nimero de precursores osteogénicos, asi como la

morbilidad asociada a su procedimiento de obtencion, ha obligado a buscar
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otras fuentes con la misma capacidad de diferenciacion y osteopromocion,
siendo las células madre de origen adiposo una de las principales

alternativas en la actualidad (5,6).

Otro elemento fundamental en las técnicas de ingenieria tisular asociadas a
procedimientos de RO es la funcion que desarrollan determinadas
moléculas bioactivas. Estas moléculas intervienen en el proceso fisioldgico
de remodelado y formaciéon del tejido 6seo a través de la induccidon de
diferentes mecanismos. Entre estas moléculas destacan unas proteinas
propias de la matriz extracelular que contienen en su composicion la
secuencia de aminoacidos RGD (Argirina, Glicina, Aspartato),

favorecedora de la adhesion y proliferacion celular (7).

La asociacion de los procedimientos de ROG con técnicas de ingenieria
tisular que utilizan células madre en combinacién con proteinas que
contienen moléculas bioactivas, tiene como objetivo regenerar los defectos
6seos con un resultado similar al conseguido por los injertos de hueso
autdlogo en bloque monocortical o corticoesponjoso. Asimismo, su uso
también pretende minimizar las complicaciones derivadas de la zona
donante y acortar los periodos de cicatrizacion propios de la ROG con
biomateriales exclusivamente. No obstante, los resultados publicados hasta
el momento no son facilmente comparables debido a su heterogeneidad y a
la utilizacion de células madre de diferente origen, siendo necesarios mas
estudios para establecer su verdadera aplicabilidad en el tratamiento de los

defectos 6seos.

Es importante determinar el efecto de las células madre de origen adiposo
en procesos de ROG de los defectos de tamafio critico de los maxilares
dada a la escasez de resultados concluyentes hasta la actualidad, donde se

compare: la cantidad de hueso neoformado con esta técnica respecto al
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conseguido mediante otros biomateriales de wuso habitual o con
biomateriales mejorados mediante proteinas adhesivas, analizando la
evolucién de la calidad del tejido 6seo a lo largo del periodo de tiempo de

la regeneracion.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivos principales.

1. Determinar el porcentaje de tejido 6seo neoformado en defectos
criticos de la cortical vestibular mandibular regenerados con un
material fosfocélcico (f Fosfato tricdlcico, f-TCP de las siglas en
ingles: f Tricalcium Phosphate) recubierto de fibronectina (Fn) y
c¢lulas madre autdlogas de origen adiposo (ADSCs, de las siglas en
inglés: Adipose Derived Stem Cells) (f-TCP-Fn-ADSCs) de forma
previa o simultinea a la colocacion de implantes dentales y
compararlo con el obtenido usando un material fosfocalcico sélo (/-
TCP) o bien recubierto con fibronectina (f-TCP-Fn), a los tres meses

de cicatrizacion.

2. Calcular el porcentaje de hueso en contacto con la superficie de un
implante dental (BIC, de las siglas en inglés Bone Implant Contact)
en defectos criticos de la cortical vestibular regenerados con S-TCP-
Fn-ADSCs y compararlo con el obtenido con el uso de S-TCP solo o
bien recubierto con fibronectina (f-TCP-Fn), a los tres meses de

cicatrizacion.

2.1.2. Objetivos secundarios.:

1. Describir la evolucion del porcentaje de hueso neoformado a lo largo

de los tres meses de cicatrizacion de los defectos 6seos tratados con

14
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un biomaterial fosfocalcico con diferentes tipos de recubrimiento
asociado (p-TCP, p-TCP-Fn, p-TCP-Fn-ADSCs), cuando se
regeneran los defectos de forma previa o simultanea a la colocacion

de implantes dentales.

2. Analizar la evolucion del BIC de los implantes colocados en un
defecto Oseo de tamafio critico, regenerados con un material
fosfocdlcico con diferentes tipos de recubrimiento (S-TCP, p-TCP-
Fn, f-TCP-Fn-ADSCs) a lo largo de los tres meses de cicatrizacion.

3. Comparar el porcentaje de hueso neoformado en contacto con las

particulas del biomaterial con diferentes tipos de recubrimiento a lo

largo de los tres meses de cicatrizacion.

2.2. HIPOTESIS

2.2.1. Hipotesis principal.:

1. Los defectos tratados con fosfato tricdlcico recubierto con
fibronectina y células madre adiposas (S-TCP-Fn-ADSCs)
presentan unos porcentajes de tejido 6seo neoformado superiores a
los defectos tratados con S-TCP o p-TCP-Fn, en procesos de
regeneracion 0sea de defectos criticos de la cortical vestibular a los
tres meses de cicatrizacidon, cuando se efectia de forma previa o

simultanea a la colocacion de implantes dentales.

15
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2. La utilizacion de S-TCP-Fn-ADSCs en defectos criticos de la
cortical vestibular mandibular incrementa el porcentaje de BIC

frente al f-TCP o f-TCP-Fn a los tres meses de cicatrizacion

2.2.2. Hipotesis secundarias:

1. La regeneracion 0sea de defectos criticos de la cortical vestibular
obtenida con S-TCP-Fn-ADSCs muestra un patron de formacion
de tejido 6seo neoformado més precoz, acortando el periodo de

cicatrizacion.

2. El porcentaje BIC en defectos criticos de la cortical vestibular
regenerados con S-TCP-Fn-ADSCs es superior al obtenido con el

uso de S-TCP o f-TCP-Fn a lo largo de los tres meses de estudio.
3. El f-TCP-Fn-ADSCs incrementa la aposicion de hueso alrededor
de sus particulas respecto al las de f-TCP o f-TCP-Fn a lo largo

de los tres meses de cicatrizacion.

2.2.3. Hipotesis nula:

La utilizacion de f-TCP-Fn-ADSCs en procesos de regeneracion
6sea de defectos criticos de la cortical vestibular presenta unos
porcentajes de tejido 6seo neoformado similares a los defectos
tratados con S-TCP o p-TCP-Fn ya sea de forma previa o

simultanea a la colocacidon de implantes dentales.
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3. INTRODUCCION

3.1. Fisiologia del tejido oseo

3.1.1. Caracteristicas y funcion del tejido oseo.

El hueso es un tejido con un potencial de regeneracidén nico, ya que tiene
la capacidad de conseguir una “restitutio ad integrum”, es decir, la
formacion de hueso nuevo con una organizacion estructural idéntica al
hueso nativo. Este fendmeno se pone de manifiesto especialmente en la
reparacion de fracturas, tras la colocacidon de implantes o al realizar injertos
Oseos autologos. Es importante diferenciar entre “regeneracion tisular” y
“reparacion tisular”, en donde se forma un tejido cicatricial con unas

caracteristicas diferentes del original (8—11).

El objetivo de cualquier procedimiento de aumento o regeneracion de
defectos 0seos consiste en controlar y utilizar este potencial para lograr que
el proceso de cicatrizacion se lleve a cabo en unas condiciones que
garanticen un resultado predecible. Es por este motivo, que el conocimiento
profundo del proceso fisioldgico es crucial para entender los procesos de

RO asociados al campo de la implantologia.

El tejido 6seo posee diversas funciones ademas de actuar como soporte
mecanico del cuerpo, entre las que se incluyen: la regulacion de la
homeostasis del calcio, la proteccion del sistema nervioso central y érganos
vitales y la de ofrecer alojamiento y proteccion a la médula 6sea, principal

fuente de células hematopoyéticas y de células madre multipotentes (9,12).

Los huesos del cuerpo humano pueden ser de dos tipos seglin el desarrollo
embrionario de su proceso de osificacion: directa o intramembranosa, en la

que ocurre una formacion directa de osteoblastos a partir de la

20
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diferenciacion de la células madre pluripotenciales, donde el tejido
conectivo sirve como plantilla para el depdsito de matriz 6sea, o bien
indirecta o endocondral, tipica en las metafisis de los huesos largos, donde
en una primera fase se forma un cartilago por diferenciacion de células
madre en condroblastos, que actuara a modo de estructura intermedia, y
siguiendo un proceso de reabsorcidon — formaciéon — remodelado se
substituird progresivamente por matriz extracelular 6sea, que se ird
calcificando y organizando. La formacion de hueso depende de la
vascularizacion asi como de diferentes moléculas bioactivas (como el
colageno o la fibronectina) y de factores solubles de sefal (como las
proteinas morfogenéticas del hueso (BMP, de las siglas en inglés Bone
Morphogenic Proteins), el factor de crecimiento fibrobrobastico (FGF, de
las siglas en inglés Fibloblast Growth Factor) o el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF, de las siglas en inglés Platelet Derived
Growth Factor), siendo elementos cruciales para garantizar la osteogénesis

(8,10,11).

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado, muy vascularizado e
inervado que se estructura en laminillas de matriz extracelular calcificada.
En el hueso maduro la disposiciéon de las laminas calcificadas determina
que el hueso sea cortical (compacto) o esponjoso (trabecular). El hueso
cortical se estructura en osteonas (sistemas de Havers) en los que las
laminillas se organizan en formaciones cilindricas longitudinales con
conductos vasculares en el centro (conductos de Havers) y recubiertos de
laminas en disposicion concéntrica donde se encuentran localizados los
osteocitos. Por su parte, el hueso esponjoso estd constituido por laminas
Oseas en forma de red tridimensional que delimitan cavidades en cuyo
interior se encuentra la médula 6sea. Ambos tipos de hueso presentan los

mismos componentes: células, matriz orgénica y fase mineral (8).

21



Utilizacion de células madre adiposas en procesos de regeneracién ésea guiada en
defectos de tamario critico de la cortical vestibular.

3.1.2. Estructura del tejido oseo

El tejido dseo esta constituido por tres elementos fundamentales: las células,

el componente organico y el componente inorgdnico (tabla 1) (8,10,11,13).

3.1.2.1. Células

Se localizan en el propio tejido o bien en la médula o6sea, siendo
fundamentales debido a que regulan los procesos de formacion,
mantenimiento y reparacion o6sea. En la médula 6sea abundan
principalmente células hematopoyéticas y cé€lulas mesenquimales
multipontenciales indiferenciadas, también conocidas como ‘“células
madre” o “stem cells”, a partir de las cuales se forman células del mismo
origen embrionario en respuesta a seflales moleculares que dan lugar a la

activacion de diferentes genes (8,11).
i.  Osteoblastos

Los osteoblastos son células grandes (20 a 30 um) que proceden de las
c¢lulas mesenquimales multipotentes de la médula 6sea, endostio, periostio
y pericitos perivasculares. Se organizan formando una capa Unica que cubre
todas las superficies peridsticas y endodseas en las que hay una formacion
Osea activa. Se comunican con los osteocitos a través de prolongaciones
citoplasmaticas y de unas proteinas transmembrana conocidas como

integrinas, permitiendo el paso del calcio, citoquinas y prostaglandinas (11).

La diferenciacion de las células precursoras hacia los osteoblastos esta
regulada por unos genes de la familia Hedgehog, el factor de transcripcion

Runx2 y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs). A medida que los
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precursores osteoblasticos se van diferenciando, expresan unas proteinas de
membrana especificas o marcadores. Mientras que las proteinas como el
colageno tipo I y la osteopontina son caracteristicos de las células
osteoprogenitoras, la aparicion de otros marcadores como la sialoproteina
O0sea y la osteocalcina son propios del osteoblasto, detectandose en el
momento en el que se inicia la mineralizacion y estabilizando la

hidroxiapatita en la matriz extracelular (8).

Los osteoblastos son los encargados de sintetizar la matriz extracelular (a
una ratio de 2 a 3 um por dia), que sigue un proceso de mineralizacion por
el efecto de la fosfatasa alcalina, que es una proteina de superficie que
podria participar en la regulacion de la proliferacion, migracion y
diferenciacion de las células osteoblasticas. Tienen una vida media de 1 a
10 semanas, desapareciendo posteriormente  por apoptosis o bien

transformandose en osteocitos (10).
ii. Osteocitos

Los osteocitos son osteoblastos que han quedado atrapados durante el
proceso de sintesis de la matriz extracelular. Son las células mas
abundantes del tejido 6seo y a diferencia de los osteoblastos no poseen la
capacidad de renovarse. Presentan unas prolongaciones de sus procesos
citoplasmaticos o conductos calcoéforos, que les permiten comunicarse
entre si en el interior de la matriz extracelular y garantizar el suministro de

oxigeno y nutrientes (8,10).

Los osteocitos presentan los mismos marcadores de membrana que los
osteoblastos, ademas de un marcador especifico llamado CD44. Aunque
participan en la sintesis y mineralizacion de la matriz extracelular, su
funcion principal es la de mantenimiento y remodelado 6seo asi como la de

regulacion de los procesos de homeostasis mineral.
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iii.  Osteoclastos

Son células moviles, gigantes (100 wm), multinucleadas (6-50 nucleos),
con un gran numero de mitocondrias y vacuolas, encargadas de los
procesos de reabsorcion oOsea. Derivan de las células madre
hematopoyéticas medulares precursoras de los macroéfagos y monocitos
denominadas ‘“Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y
Macrofagos” (CFU-GM, de las siglas en ingles: Granulocyte-Monocyte
Colony Forming Unif). La activacion y diferenciacion de las células
precursoras de los osteoclastos se produce por accidén de los osteoblastos,
concretamente por el “factor estimulante de las colonias de macréfagos”

(M-CSF, de las siglas en inglés: Macrophage Colony-Stimulating Factor)
(11).

Los osteoclastos poseen en la membrana una zona de pequenas
prolongaciones irregulares o microvilli, que es la zona activa donde tiene
lugar la reabsorcion Osea, ademds de otra zona clara, rica en
microfilamentos, que sirven de anclaje gracias a la accién de las integrinas.
El proceso de la reabsorcion osea se produce por la sintesis y secrecion de
la anhidrasa carbonica II y de enzimas proteoliticas como colagenasas,
metaloproteasas, catepsina K y la glucuronidasa entre otras. Este proceso
da lugar a las lagunas de Howship, que son depresiones de la matriz
osteoide excavadas por accion de las diferentes enzimas sintetizadas por los

osteoclastos (figura 1).
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Figura 1 : Osteoclasto.

La osteoclastogénesis esta regulada por la osteoprotegerina (OPG) y el
ligando de receptor/activador para el factor nuclear kB (RANKL, de las
siglas en inglés: Receptor Activator of Nuclear Factor Ligand), que son
unas moléculas generadas por los osteoblastos, ademas de la RANK (de las
siglas en inglés: Receptor Activator of Nuclear Factor), que es un receptor
que forma parte de la membrana de los osteoclastos y pre-osteoclastos.
Cuando se une la molécula de superficie RANKL con el receptor RANK se
produce la activacion osteoclastica y por lo tanto la reabsorcion 6sea. Sin
embargo, por medio de la accidén de la OPG, proteina circulante producida
por los osteoblastos y pre-osteoblastos perteneciente a la familia de los
receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNF, de las siglas en inglés:
Tumor Necrosis Factor), se interfiere en la union de estas dos moléculas,
formandose el complejo RANKL-OPG, que impide la activacion del
receptor de los osteoclastos (8,10) (figura 2).
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Figura 2 : Regulacion del proceso de osteoclastogénesis.

3.1.2.2. Componente organico: La matriz extracelular

La parte organica del tejido 6seo, también conocida como matriz orgdnica
o sustancia osteiode, estd formada por diferentes proteinas (tabla 1), siendo
el colageno la predominante con un porcentaje del 90% (8,11). La
mineralizacién de la matriz osteoide tiene lugar a un ritmo de 1-2 um por
dia y estd facilitada por la fosfatasa alcalina, enzima sintetizada por los

osteoblastos.

El colageno, la proteina mas abundante de la matriz extracelular, esta
formada principalmente por colageno tipo I (95%) y V, asi como por

colageno tipo III y XII, aunque éstas ultimas en pequenas cantidades. Las
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células oOseas se fijan a las fibras de coldageno gracias a las proteinas
transmembrana (integrinas), que reconocen las secuencia de aminodcidos
Arg-Gly-Asp (tripéptido RGD, de las siglas en inglés: Arginyl-Glycyl-
Aspartic Acid) propios de algunas proteinas adhesivas. El colageno actia a
este nivel a modo de andamio facilitando la disposicion de las capas de
matriz osteoide, sin embargo, no tiene una gran afinidad por el calcio, por

lo que no estd implicado en los procesos de mineralizacion (14).

Las proteinas no colagénicas representan el 10% restante de la matriz
extracelular y las forman los proteoglicanos, las proteinas con acido 7y-
carboxi-glutamico, las glicoproteinas, las proteinas procedentes del plasma

y los factores de crecimiento.

El hialuronato y el condroitin sulfato son proteoglicanos de gran tamafio
que intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis dsea, mientras
que el biglicano y la decorina son moléculas mas pequefias e interviene en

las fases mas avanzadas.

La osteocalcina es la principal proteina con &cido y-carboxi-glutdmico y
constituye un buen marcador bioquimico de los procesos de osteogénesis.
Se trata de una proteina dependiente de vitamina D y K, sintetizada por los

osteoblastos y las plaquetas cuya funcion es fijar el calcio.

La osteonectina, la fosfatasa alcalina y las proteinas con el tripéptido RGD
son las principales glicoproteinas de la matriz osteoide. La osteonectina
tiene una gran afinidad por el colageno tipo I, por el calcio y por la
hidroxiapatita e interviene en la adhesion celular a la matriz 6sea asi como
en los procesos de mineralizacion. La fosfatasa alcalina también interviene
en los procesos de mineralizacion liberando fosfato inorgéanico y constituye
un buen marcador bioquimico de la actividad osteoblastica. Las proteinas

con el tripéptico RGD (osteopontina, sialoproteinas dseas, fibronectina,
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trombospondina 1 vitronectina principalmente) intervienen en la adhesion
celular de osteoblastos y osteoclastos, siendo fundamentales en los

procesos de remodelado y regeneracion dsea (14,15).

Otras proteinas que encontramos en la matriz dsea son la albiumina, que es
una proteina procedente del plasma asociada a los procesos de fijacion del
calcio, y los factores de crecimiento, que son polipéptidos que intervienen
en los procesos de diferenciacion, crecimiento y proliferacion celular. Entre
ellos destacan el factor de crecimiento transformador beta (B-TGF, de las
siglas en inglés: Transforming Growth Factor), el factor de crecimiento
insulinico I y II (IGF-I y II, de las siglas en inglés: Insulin-like Growth
Factor) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, de las

siglas en inglés: Platelet-Derived Growth Factor).

3.1.2.3. Componente inorgdanico: Fase mineral

El componente inorganico del hueso lo constituye principalmente el calcio,
el fosfato y el carbonato y en menor proporcion el magnesio, sodio, potasio,
manganeso y fltior. El calcio y el fosfato forman la hidroxiapatita (Ca
(PO4)s (OH),), que es una estructura cristalina muy pequefia
(aproximadamente 200 A en su dimensiéon mayor) y altamente soluble, lo
que le permite regular el metabolismo mineral del organismo. El tejido
0seo, por lo tanto, actiia como reservorio de determinados iones, siendo el

calcio y fésforo los principales exponentes.

3.1.3. Proceso de remodelado oseo.

El remodelado 6seo es un proceso dindmico que tiene lugar a lo largo de

toda la vida y que consiste en un proceso de formacidn/reabsorcion Osea.
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En este balance predomina la formacion 6sea hasta la tercera década de la
vida, momento de mdaxima actividad osteogénica, a partir del cual el
proceso de reabsorcion es mayor haciendo que paulatinamente disminuya
la masa 6sea. El proceso de remodelado tiene lugar tanto en el hueso

cortical como en el medular (5% y 20% cada afio respectivamente)(13).

Este proceso de remodelado permite la renovacion anual de un 5-25% bajo
condiciones fisiologicas. Los términos remodelado y modelado a menudo
pueden llevar a confusién en la literatura. El término “modelado” indica un
cambio del hueso que se produce en la zona peridstica y endoosea,
mientras que el “remodelado” hace referencia al reemplazo o a la
sustitucion del tejido 6seo sin cambios en su arquitectura (11). Ambos
procedimientos tiene lugar no s6lo durante el desarrollo y el crecimiento

0seo sino también en el hueso maduro.

En este proceso intervienen diferentes elementos reguladores entre los que
destacan los factores genéticos, mecanicos, vasculares, nutricionales,

hormonales y locales.
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