Formulario de Entrega de TFG (Trabajo Fin de Grado). Odontologia-UGR (2 paginas)

Datos administrativos:

Convocatoria (Indicar Junio/septiembre y Afio): JUNIO-2015

Cadigo TFG (el que ha proporcionado el vicedecano):

Titulo definitivo (maximo 25 palabras): ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LOS OSTEOBLASTOS
HUMANOS PROCEDENTES DE MUESTRAS DE HUESO INTRAORAL OBTENIDAS CON DOS TECNICAS

DISTINTAS

Tipologia (marcar una Unica cruz)

X Investigacion

O Sintesis bibliografica

O Casofs clinico/s (s6lo pacientes tratados por el alumno)

O Creacion artistica

O Elaboracion de Guia Clinica

O Informe o proyecto profesional

O Trabajo derivado de précticas extramurales en centro de salud
[ Plan de Empresa

O Simulacién de Encargo profesional

Aclaracion: Este material es
propiedad intelectual de los
Profesores Francisco Javier Manzano
Moreno y Candelaria Reyes Botella, y
se expone exclusivamente como
ejemplo docente para los alumnos de
Odontologia de la UGR. Cualquier
otro uso es ilegal por ir contra la ley
de propiedad intelectual.

Alumno 1 Alumno 2 Alumno 3 Alumno 4
Fotografia OCULTO OCULTO
Apellidos y nombre OCULTO OCULTO
DNI OCULTO OCULTO
Email OCULTO OCULTO
TF mévil OCULTO OCULTO
. JUNIO-2015 JUNIO-2015
;:?;Z;’ fecha de FIRMA OCULTA FIRMA OCULTA

Visto bueno del profesor-tutor (es opcional, pero deseable)

Profesor Tutor 1

Profesor Tutor 2

Apellidos y Nombre OCULTO

Email OCULTO

Firmay fecha OCULTO




Checklist de comprobacién de aspectos formales (para camplimentar por el alumno)

ASpCCtOS fonnales de la Memoﬁa TFG EXxtension segiin nimero de alumnos
1 2 3 4

N¢ alumnos 2 De 1 a 4, salvo caso clinico (de 1.2 9)

N¢ de palabras del Titulo 20 Mximo 25 palabras

N¢ de palabras del resumen estructurado 243 150-250 palabras en espariol

N® de palabras del resumen en inglés 208 150-250 palabras en inglés

N2 de palabras clave 5 2.5

N¢ de palabras del Texto* 3540 1500-2500 3000-5000 4500-7500 6000-10000
N Tablas + Figuras + Fotos + Graficos 9 15 210 815 4-20
N¢ Referencias bibliograficas’ 33 5-30 1060 15-90 20-120

referencias bibliograficas podra ser mayor.

a: Palabras en el texto, sin contar resumen, ni bibiliografia ni Tablas-Grificos-Figuras-Fotos.
b: Todas las referencias deben estar marcadas en el texto. En los trabajos de "Tipologia Sintesis Bibliografica" el mimero de

ASpeCtOS Formales de cada p(')ster (Solo de 50 cm. de ancho x 70 cm. de alto).

Alumno 1

Alumno 2

Alumno 3

Alumno 4

Apellidos y Nombre

N¢ Referencias bibliograficas (de £-9)

OCULTO OCULTO

DNI OCULTO OCULTO
N¢ palabras del Titulo (mdximo 29) 20 20
N¢ palabras del Subtitulo (méximo 10) 5 4

N¢ palabras en texto’ (de £250-500) 255 258
N¢ Tablas+Figuras+Fotos+Gréficos (de 1-9) 2 3
5 4

Memoria, un subtitulo para diferenciar un poster de otro.
b: Sin incluir Titulo, Tablas-Graficos-Figuras-Fotos ni Referencias bibliograficas

a: En los casos en que el poster individual derive de una memoria realizada en Grupo, cada poster llevarda ademas del Titulo de la

Aclaraciones (opcional):




Publicaciéon de los TFG (péster) en formato Libro/revista/web electronico/a
(y eventualmente en papel)

Normas:

- Es mtencion (imitado por disponibilidad presupuestaria) del Responsable del TFG publicar en formato libro/revista/web cada
ano un compendio de los posters (similar al que puede ver/descargar en la web de TFG-Odontologia-UGR correspondiente al
ano 2015).

- Para que los posters de un TFG (que puede estar formado por entre 1-4 alumnos, y 1-2 tutores) se incluyan en el
libro/revista/web es IMPRESCINDIBLE cumplimentar la AUTORIZACION por parte de todos los autores de cada TFG
(alumnos + tutores).

- Esto es totalmente VOLUNTARIO, y no afecta a la calificacion. Los TFGs que no lleven cumplimentada esta hoja no
apareceran en el Libro/revista/web que eventualmente se publique.

- Noétese que esta autorizaciéon se refiere a los POSTERS, y no a las Memorias, para cuya eventual publicacién no sirve esta
autorizacion.

Autorizacion para publicar el TFG (Trabajo Fin de Grado)-Odontologia-UGR en formato libro/revista o
web (electronico y/o papel).

Autor del TFG (de 1-4 Direccién postal de envio' Teléfono de Fecha y Firma
alumnos y de 1-2 tutores) contacto' de
autorizaciéon
OCULTO (Alumno 1) OCULTO OCULTO OCULTO
OCULTO (Alumno 2) OCULTO OCULTO OCULTO
OCULTO (Tutor) OCULTO OCULTO OCULTO

a: Estos datos se entregaran eventualmente a la empresa de mensajeria encargada de los envios. En el caso de
los Tutores que sean profesores de la Universidad, deben indicar su direccién profesional, no la personal.




ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LOS OSTEOBLASTG
HUMANOS PROCEDENTES DE MUESTRAS DE HUESO INTRAORAL
~ OBTENIDAS CON DOS TECNICAS DISTINTAS

Andlisis de proliferacion y diferenciacion

TFG-Odontologia-UGR-Junio-2015

Alumno: Apellidos, Nombre (email)
Tutor/es. Apellidos, Nombre; Apellidos, Nombre

Foto cara alumno/a

P

Aclaracién: Si es un TFG colectivo, solo se
pondra el nombre del alumno propietario de este

INTRODUCCION: | péster concreto y su/ss tutor/es

an
R L) |1 T 2

bloque es el uso de hueso medular particulado obtenido mediante
fresado a bajas revoluciones en la preparacién del lecho del
implante. Hasta ahora no existen publicaciones cientificas que
evalulen la capacidad biolégica de ambos métodos. El objetivo de
este trabajo es verificar la presencia de osteoblastos viables en
muestras de tejido dseo obtenido por fresado y en muestras de
bloque cortico-esponjoso y evaluar en ambos casos el crecimiento y
la capacidad de diferenciacién de los osteoblastos en cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION: Los osteoblastos procedentes del
fresado mostraron una mayor capacidad proliferativa a las 24 y a las
48 horas de cultivo (P< 0.001). El nimero de nddulos mineralizados

fue proporcional al tiempo de incubacidn, sin encontrarse
diferencias entre los dos tipos de muestras.
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Figura 1. Medida de la proliferacion de osteoblastos humanos
cultivados con ensayo MTT a las 24 y 48 horas de cultivo. Los
datos muestran la media de la absorbancia (570 nm) ) £
desviacion estandar (SD). P < 0.001. D; linea de osteoblastos
obtenida de fresado. B; linea de osteoblastos obtenida de bloques
de hueso.

METODOS: Las muestras de tejido éseo fueron
procesadas independientemente y cultivadas en medio
de cultivo DMEM, en un incubador de CO, a 37°C. La
capacidad proliferative de los osteoblastos fue
determinada mediante espectrofotometria en un
ensayo MTT a las 24 y a las 48 horas de cultivo. El studio
de la diferenciacidn cellular fue realizado usando un
medio de mineralizacién y posterior tincién de los
nodulos formados utilizando alizarinaa los 7, 15y 22
dias.
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Figura 2. Depésitos de calcio con tincidn de alizarina en osteoblastos cultivados
con medio de mineralizacidn. A) Tincidn a los 7 dias de cultivo. B) Tincion a los 15

dias de cultivo. C) Tincién a los 22 dias de cultivo.

CONCLUSIONES: Los resultados sugieren que el hueso obtenido mediante fresado a bajas revoluciones es una
alternativa eficiente al clasico procedimiento de obtencidn de tejido dseo.
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preservando las propiedades bioldgicas del tejido éseo al no
someterlo a altas temperaturas. Esta técnica, al no utilizar
irrigacion, también conserva las particulas de hueso que quedan
atrapadas en las fresas y estas pueden utilizarse para rellenar
pequeios defectos de hueso. El objetivo de este estudio es
comparar la capacidad de crecimiento y las posibles alteraciones en
el ciclo celular de los osteoblastos obtenidos en las muestras de
fresado con las células obtenidas mediante el procedimiento clasico

de obtencién de hueso autdlogo en bloque.
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METODOS. Las muestras de tejido fueron
obtenidas de 10 voluntarios sanos sometidos a
cirugia de extraccion de terceros molares
retenidos. Los explantes de las dos porcedencias
(injerto en bloque y fresado bioldgico) fueron
procesadas independientemente y cultivadas en
medio de cultivo DMEM, en un incubador de CO,
a 37°C.

El estudio de ciclo celular fue realizado siguiento
el protocolo propuesto por Ormerod (2000).
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Fig. 1. B. Perfil de fluorescencia del ciclo celular de los
osteoblastos humanos en cultivo procedentes del fresado
biolégico.

RESULTADOS Y DISCUSION. Los resultados del ciclo celular no muestran diferencias significativas entre las células procedentes

Fig. 2. Andlisis de ciclo celular en las diferentes lineas
celulares mediante citometria de flujo. Go/G1, G2/M y S
representan el porcentaje de células distribuidas entre esas
fases. Los datos se dan como media + desviacion estandar
(SD). * P<o0.05, **P<o0.001

de fresado bioldgico y las células aisladas a partir de blogues cortico-esponjosos en estadios GO/G1 pero si se observé un
incremento significativo en G2/M (P= 0.014) y estadio S (P < 0.001) en el grupo de osteoblastos procedentes de fresado
bioldgico (fig.2).

These results suggest that bone obtained from low revolution drilling is an efficient alternative to the classic procedure for

obtaining bone tissue.
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RESUMEN

Introduccion:Una de las alternativas a usar injertos de hueso en bloque es ¢l uso de hueso
medular particulado obtenido mediante fresado a bajas revoluciones en la preparacion del
lecho del implante. Hasta ahora no existen publicaciones cientificas que evalten la
capacidad biologica de ambos métodos. El objetivo de este trabajo es verificar la presencia
de osteoblastos viables en muestras de tejido 6seo obtenido por fresado y en muestras de
bloque cortico-esponjoso y evaluar en ambos casos la capacidad de crecimiento y de
diferenciacion de los osteoblastos en cultivo.

Material y Métodos: Las muestras de tejido 6seo fueron procesadas independientemente y
cultivadas en medio de cultivo DMEM, en un incubador de CO, a 37°C. La capacidad
proliferativa de los osteoblastos fue determinada mediante espectrofotometria en un ensayo
MTT a las 24 y a las 48 horas de cultivo. El estudio de la diferenciacion celular fue realizado
usando un medio de mineralizacion y posterior tincion de los nddulos formados utilizando
alizarina a los 7, 15 y 22 dias.

Resultados y discusion: Los osteoblastos procedentes del fresado mostraron una mayor
capacidad proliferativa a las 24 y a las 48 horas de cultivo (P< 0.001). El nimero de nédulos
mineralizados fue proporcional al tiempo de incubacion, sin encontrarse diferencias entre los
dos tipos de muestras lo que parece indicar que el hueso particulado obtenido del fresado a
bajas revoluciones, pudiera tener un mejor rendimiento al ser utilizado como injerto de

hueso respecto a los bloques cortico-esponjosos.

PALABRAS CLAVE

Osteoblastos, injertos dseos, proliferacion, diferenciacion, fresado.



ABSTRACT

Introduction:One of the alternatives to using block bone grafts is the use of particulate
cancellous bone obtained by low revolution drilling during the preparation of the implant
bed. At present there are no scientific publications evaluating the biological capacity of both
methods. The objective is to verify the presence of viable osteoblasts in samples of bone
tissue obtained by drilling or from cortico-cancellous blocks and assess, in both cases, the
growth and differentiation capacity of the osteoblasts.

Material and Methods: The bone tissue samples were processed independently and
cultured in DMEM medium, in a CO2 incubator at 37°C. Proliferative capacity of the
osteoblasts was determined through a spectrophotometric technique (MTT) at 24 and 48
hours of culture. The study of cell differentiation was performed using a mineralization
medium and the subsequent staining of the nodules formed using red alizarin at 7, 15 and 22
days of culture.

Results and Discussion:Osteoblasts from drilling showed a greater proliferative capacity
both at 24 and 48 hours of culture (P< 0.001). The number of mineralized nodules was
proportional to the incubation time, with no differences being found between the two kinds
of samples, therefore particulate bone obtained from low-speed drilling would have a better

performance when is used as autograft.

KEY WORDS

Osteoblasts, bone grafts, proliferation, differentiation, drilling



INTRODUCCION
Injertos 6seos

El manejo de pacientes edéntulos con implantes dentales es un hecho comun en la actualidad.
La predictibilidad de los procedimientos implantologicos y el mantenimiento de la estabilidad
a largo plazo de los implantes en funcion esta relacionado directamente con la calidad y
cantidad de tejido 6seo disponible para la colocacion de los mismos'.

Cuando el proceso alveolar pierde el volumen son necesarias técnicas quirdrgicas
adicionales a la técnica basica de insercion de implantes para reconstruir y aumentar el
defecto 0seo. Existe una gran variedad de procedimientos de aumento, dependiendo de la
localizacion y tamafio del defecto, que se utilizan para proporcionar el soporte dseo necesario
para la colocacion de implantes®. En los procedimientos descritos clasicamente para obtener
hueso autdlogoexiste una desventaja, que es la necesidad de recurrir a una zona donante, lo
que conlleva una mayor morbilidad a los pacientes. Generalmente se obtiene un bloque
cortico-esponjoso que debe ser triturado posteriormente para ser utilizado.

Sin embargo hay muchas situaciones en que la cantidad de hueso requerida para
rellenar el defecto es pequefia. En estos casos se hace aun mas dificil plantear un segundo
campo quirurgico para la obtencidén de una pequefia cantidad de hueso autélogo.

El huesoparticulado obtenido mediante la técnica descrita por Anitua et al.’, es
conocido como fresado bioldgico.Con esta técnica la cortical se fresa a 800 rpm con
irrigacion, y la preparacion del lecho del implante se realiza a bajas revoluciones (20 a 80
rpm) y sin irrigacion para preservar las propiedades bioldgicas del tejido. Con esta técnica es
posible recolectar una cantidad de hueso generalmente suficiente para cubrir la necesidad de
aumento de reborde o de relleno del alveolo en casos de implantes postextraccion, sin

necesidad de recurrir a zonas donantes.

Osteoblastos

Son las células que se encargan de la sintesis y secrecion de la matriz organica que

forma el tejido o6seo. Se originan en la médula oOsea, de las células



pluripotencialesmesenquimales y se localizan en las superficies activas el hueso **.

La formacion del tejido dseo estd compuesta por cuatro fases basicas:

- Diferenciacion de los osteoblastos a partir de células madre.
- Secrecion de la matriz organica por parte de los osteoblastos.
- Mineralizacion de la matriz organica.

- Activacion de los osteoclastos para iniciar el proceso de reabsorcion.

Tanto in vivo como in vitro, los osteoblastos pasan por tres estadios funcionales:
proliferacion celular y sintesis de los componentes orgénicos de la matriz 6sea; maduracion
de la matriz 6sea y deposito mineral © .

Existen indicadores de los distintos grados de desarrollo y maduracion del
osteoblasto; en estudios in vitro, se ha comprobado que la sintesis de colageno tipo I
disminuye con la maduracion, la actividad fosfatasa alcalina decrece con la mineralizacion,

. . . , T
la osteopontina aparece antes que otras proteinas como la sialoproteina y la osteocalcina’.



OBJETIVOS

Con nuestro estudio evaluaremos la posible influencia que pueden tener dos técnicas
de recogida de hueso sobre diferentes pardmetros celulares. Para ello hemos utilizado cultivos
primarios de osteoblastos humanos obtenidos de muestras 6seas recogidas mediante las dos

técnicas anteriormente mencionadas.

Con el objeto de aportar nuevos datos en relacion a lo expuesto nos proponemos los

siguientes objetivos:

1.  Comprobar la presencia de osteoblastos viables en muestras de tejido Oseo
obtenido mediante fresado bioldgico y en muestras de bloque de hueso cortico-

€Sponjoso.

2. Comparar la capacidad proliferativa y la viabilidad de las lineas celulares
establecidas a partir de ambas muestras mediante el ensayo MTT, a las 24 y a las

48 horas de cultivo.

3.Comparar la capacidad para formar nddulos mineralizados de las 2 lineas celulares
establecidas, mediante el cultivo en medio de mineralizacion, con el objeto de
comprobar que la capacidad de diferenciacion celular no se ve afectada por estas

técnicas de recogida de hueso.



MATERIAL Y METODO

1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO OSEO

Los explantes de hueso proceden de osteotomias realizadas en extracciones de terceros
molares del Master de Cirugia Bucal e Implantologia de la Facultad de Odontologia. En el
estudio participaron cinco voluntarios sanos, tres hombres y dos mujeres. La edad de los
voluntarios estaba comprendida entre los 20 y los 30 afios. Se recogieron un total de diez
muestras, dos de cada paciente (una muestra de bloque cortico-esponjoso, y otra de fresado
bioldgico).

Las muestras fueron obtenidas mediante trefina para la modalidad de injertos en
bloque, y se recogio otra muestra de hueso en la cortical adyacente al sitio de la exodoncia
mediante la técnica de fresado biologico descrita por Anitua et al., 2007°, a bajas revoluciones
(20 a 80 rpm) y sin irrigacion.

Los pacientes firmaron el consentimiento informado para la participacion en este
estudio. El estudio fue aprobado por el comité de ética para investigacion en humanos de la
Universidad de Granada.

Desde la recogida de las muestras hasta su cultivo en el laboratorio, el tiempo

transcurrido fue inferior a 4 horas.

2. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LOS OSTEOBLASTOS

Los explantes de tejido 6seo se lavan abundantemente con PBS estéril, para eliminar
restos de periostio y tejido blando. Las muestras de tejido 6seo se disponen en placas de
cultivo de 6 pocillos. El medio para cultivo es el DMEM, suplementado al 20% con suero

bovino fetal.



Fig.1. Bloque de hueso cortico-esponjoso en medio de cultivo.

Las muestras se mantuvieron a 37°C en una estufa de CO, al 5%. El medio de cultivo
fue reemplazado cada 3 dias.
Los primeros osteoblastos se observaron aproximadamente a la semana de realizar el

cultivo. La semiconfluencia se alcanzo6 a los 15-20 dias.

Fig.2. Osteoblastos humanos en cultivo. Fotografia realizada con microscopio

Optico invertido a 20x.

A continuacion se pasan las células a un frasco de cultivo, con superficie de 25 cm® , para



que puedan seguir proliferando.

Los osteoblastos cultivados segun este procedimiento proliferan adheridos al frasco, y
para cualquier manipulacion es necesario despegarlos previamente con una solucién de
tripsina-EDTA. El sobrenadante se centrifuga a 1200 rpm y 7°C, 10 minutos. El boton celular
obtenido se resuspende en nuevos frascos con medio de cultivo o se procede a trabajar con €l.
Es necesario ajustar la concentracion celular a 1 x 10* células por mililitro de suspension. Para

el recuento utilizamos una camara de Neubauer.
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Fig.3. Camara de Neubauer.

3. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA'Y LA VIABILIDAD DE LOS
OSTEOBLASTOS MEDIANTE EL ENSAYO MTT

El ensayo MTT se basa en la reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol realizada por el enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazén), permitiendo determinar
la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método se utiliza para medir la

. . . < 10,11,12
supervivencia y la proliferacion celular %12,

3.1. Preparacion del MTT

Preparamos la solucion MTT (Sigma, Basel, Switzerland) con 24 horas de antelacion,
conservandola a 4°C.

Despegamos las células osteoblasticas con tripsina-EDTA y las ajustamos a una
concentracion de 1 x 10* células por mililitro. Disponemos dos placas de 24 pocillos de 2 ml

cada uno, para realizar la lectura a las 24 horas, y a las 48 horas.



En cada una de las placas sembramos cinco pocillos de células de las dos procedencias
(fresado bioldgico y bloques cortico-esponjosos). Ambas placas se colocan en la estufa y se
incuban a 37°C y un 5% de CO2, una de ellas 24 horas, y la otra 48 horas, para dar tiempo a

los osteoblastos a que proliferen.

3.2. Ensayo MTT a las 24 y 48 horas

Retiramos el medio de cultivo, y lavamos con medio DMEM sin rojo fenol, para evitar
errores al realizar la lectura en el espectrofotometro. Volvemos a afiadir Iml de DMEM sin
rojo fenol a cada uno de los pocillos.

Afadimos 100 microlitros de MTT a cada pocillo e incubamos durante 4 horas a 37°C.
Retiramos el sobrenadante y afiadimos 1 ml de dimetilsulfoxido (DMSO; Merck Biosciences,
Darmstadt, Germany) en cada pocillo. Agitamos en un agitador eléctrico media hora para que
el dimetilsulfoxido pueda solubilizar los cristales de formazan que se habian formado
previamente. El liquido contenido en los pocillos pasa del color amarillento inicial a un color
morado, mas o menos intenso en funcion de la densidad celular.

Traspasamos el sobrenadante de los pocillos (placa de 24), a otros mas pequefios de
una placa de 96 pocillos (Falcon, BectonDickinsonLabware, N.J., USA). El contenido de cada

uno se dispone en 8 pocillos diferentes, a razon de 100 microlitros por pocillo.

Fig.4.A. Placa de 24 pocillos con MTT.
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Fig.4.B. Placa de 96 pocillos con MTT preparada para
su lectura en el espectrofotometro.

La lectura se realiza en un espectrofotometro a 570nm (TECAN Sunrise™), con el
programa XFluor™, basado en Microsoft Excel ®. La absorbancia de cada pocillo es
directamente proporcional al nimero de células viables.

La misma experiencia se realiza a las 48 horas de incubacioén con la otra placa de

cultivo.

Fig.5. Espectrofotémetro (TECAN Sunrise™), para lectura del MTT.
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4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE MINERALIZACION DE LAS CELULAS
OSTEOBLASTICAS HUMANAS EN CULTIVO

La capacidad de diferenciacion de los osteoblastos y de mineralizacién de la matriz
extracelular puede evaluarse mediante la formacion de nodulos citoplasmaticos al estar
expuestas las células durante cierto tiempo a un medio que favorece la mineralizacion, o
medio osteogénico. Estos nddulos pueden tefiirse con alizarina. El medio de cultivo es el
habitual, pero a este fin se le afiaden beta glicerol fosfato (1,35 g/1), y acido ascérbico (0,011
g/l).

Preparamos dos suspensiones celulares con osteoblastos de las dos procedencias
disueltos en el medio de mineralizacion y se colocan en un agitador eléctrico para conseguir la
mayor homogeneidad posible.

Sembramos la dilucion en tres placas de seis pocillos cada una. Sélo utilizaremos tres
pocillos por cada placa, a razon de 5Sml por pocillo (15 ml de la suspension celular por cada
una de las tres placas). Se repite el proceso hasta rellenar tres placas con la suspension celular
procedente del fresado bioldgico, y otras tres placas con la suspension procedente del bloque

cortico-esponjoso.Las células se incuban a 37°C y un 5% de CO,.

4.1. Fijacion y tincion de los osteoblastos con alizarina

Cada una de las tres placas de las diferentes suspensiones celulares sera fijada y tefiida
(lectura) con alizarina un dia diferente. La primera el dia 7, la segunda el dia 15, y la tercera
el dia 22.

El medio osteogénico debera ser renovado con periodicidad. El cronograma de la

experiencia es el siguiente:
- Dia 0: siembra de las suspensiones celulares en cada una de las placas de seis pocillos.
- Dia 4: cambio del medio osteogénico a cada uno de los pocillos.
- Dia 7: lectura de la primera de las tres placas. Retiramos el medio de mineralizacion,
fijamos y tefiimos las células tal y como se describe al final del cronograma.

Cambiamos el medio de las otras dos placas restantes.

- Dia 11: cambio de medio.
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- Dia 15: lectura de la segunda de las placas. Cambio del medio a los tres pocillos de la

placa restante.

- Dia 18: cambio de medio a la placa restante.

- Dia 22: lectura de la tltima placa.

Con cada una de las dos lineas celulares los mismos dias.

Los reactivos necesarios para realizar la lectura de las placas (fijacion y tincion) son

los siguientes:

- Solucion salina: NaCl 150 nM 8,9 g/ L.

- Etanol 70%, H,O destilada 30%.

- Alizarina al 2% en tamp6n pH 4 NaOH (Sigma-Aldrich, Toluca, México)
- PBS.

- H,0 destilada.

Para realizar la lectura seguiremos la siguiente metodologia:

- Retiramos el medio de cultivo de cada uno de los tres pocillos de cada placa.

- Lavamos con solucioén salina.

- Fijamos con 1 ml de etanol al 70% frio durante 5 minutos.

- Enjuagamos los pocillos 3 veces con agua destilada.

- Anadimos 1ml de alizarina roja al 2% a cada pocillo y esperamos 10 minutos hasta
que se tifian los nddulos de mineralizacion existentes.

- Por ultimo, lavamos 5 veces con agua destilada y una vez mas con PBS.

Las placas son almacenadas en lugar himedo hasta proceder a la cuantificacion de los

nddulos presentes en cada placa.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las experiencias realizadas para cada objetivo de este trabajo se repitieron al
menos tres veces.

Los datos recogidos fueron tratados y analizados mediante el programa informatico
SPSS version 17.0 (StatisticalProgramfor Social Science) para Windows 7.

Al ser todas las variables de interés continuas, los resultados se expresaron como
media + desviacion tipica.

Las diferencias estadisticas entre los distintos grupos estudiados se evaluaron con el

test T-Student, considerando significativos valores de p < 0,05.
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RESULTADOS

1. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVAY LA VIABILIDAD
CELULAR MEDIANTE EL ENSAYO MTT.

Los resultados de los ensayos MTT realizados a las 24 horas y a las 48 horas se

expresan en las figuras 4y 5:

MTT 24 horas

P< 0,001

&

0,8 -

07
06 -
0,5 - B MTT 24 horas
04 -
03 -
02 -

Absorbancia media 570 nm

Fresado biolégico bloque cértico-
esponjoso

Fig.4. Medida de la viabilidad y proliferacion celular de los osteoblastos humanos en
cultivo procedentes del fresado biolégico con respecto a los procedentes de bloques cértico-
esponjosos mediante ensayo MTT a las 24 horas. Los resultados se expresan como la
absorbancia media + la desviacion tipica de cada una de las lineas celulares estudiadas a
570 nm.
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MTT 48 horas

0,9 / P< 0,001

B MTT 48 horas
0,4 -

0,3 -
0,2 -

Absorbancia media 570 nm

Fresado biolégico Bloque cortico-
esponjoso

Fig.5. Medida de la viabilidad y proliferacion celular de los osteoblastos humanos en
cultivo procedentes del fresado bioldgico con respecto a los procedentes de bloques cértico-
esponjosos mediante ensayo MTT a las 48 horas. Los resultados se expresan como la
absorbancia media + la desviacién tipica de cada una de las lineas celulares estudiadas a
570 nm.

La absorbancia media para los osteoblastos procedentes del fresado bioldgico es
notablemente superior que para la linea celular procedente de los bloques de hueso cortico-
esponjosos tanto a las 24 horas de cultivo como a las 48 horas. Por tanto, se observa que la
viabilidad y la capacidad de proliferacion de los osteoblastos aislados a partir del fresado
biolégico es mayor que la de los osteoblastos aislados a partir de los bloques de hueso coértico-
€Sponjosos.

El analisis estadistico entre los dos grupos estudiados muestra que las diferencias
observadas son significativas con un valor de p < 0,001 tanto en los ensayos a las 24 horas

como a las 48 horas.
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2. CAPACIDAD DE MINERALIZACION DE LAS CELULAS OSTEOBLASTICAS

HUMANAS EN CULTIVO

En la tabla 1 se expresan los resultados obtenidos:

7 dias 15 dias 22 dias
N° ndédulos Tamarno | N°nodulos Tamarno | N° nédulos Tamario
nodulos nodulos nodulos
+ ++
OSH - - 40-80 wm 130-
350 pm
++
OSF - - + 50-90 um 133-
360 #r

Tabla 1. Numero y tamafio de los nédulos sintetizados por los osteoblastos de ambas lineas

celulares a los 7, 15 y 22 dias de cultivo en medio de mineralizacion.

OSH = osteoblastos procedentes de los bloques de hueso cortico-esponjoso.

OSF = osteoblastos procedentes del fresado biologico.

NUmero de nédulos:

i R
+ —>

++ —>

No hay presencia de nddulos en ninguno de los pocillos.

De5 a 20 nédulos por pocillo.
Mas de 20 nédulos por pocillo.
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Se procedio a realizar un analisis semicualitativo, por recuento del nimero de nédulos
mediante microscopia Optica a diferentes aumentos.

Como se muestra en la tabla 1, a los 7 dias de cultivo no se observa la presencia de
noédulos de mineralizacion en ninguno de los pocillos estudiados.

A los 15 dias de cultivo observamos la existencia de nodulos en todos los pocillos
estudiados, lo que indica que los osteoblastos ya han comenzado a diferenciarse y a
mineralizar la matriz de coldgeno. La presencia de nddulos atin no es muy notable, y el
tamafio de los mismos es variable.

En las placas fijadas a los 22 dias de cultivo, la diferenciacion osteoblastica es mucho
mayor, observandose un gran numero de nodulos, y de mayor tamafio.

No se encontraron diferencias apreciables entre las dos lineas celulares cultivadas, ni

en el nimero de nodulos ni en el tamano de los mismos.
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DISCUSION

El material idéneo o goldestandar en los procedimientos reconstructivos es el hueso
7 . ’ . r r . 2
autdgeno, porque contiene proteinas como las BMPs, minerales y células ¢seas vitales “.
Los injertos Oseos autdégenos en bloque, en comparacion con el hueso medular
particulado, han sido asociados con una reducciéon de la actividad osteogénica'’y con una

D, Sy . 15,16
disminucién de la revascularizacion. Enneking y col. ™

senalan que en los injertos de hueso
autégeno cortical la mayor parte de su estructura interna nunca se revasculariza, y por tanto
no se reemplaza por hueso viable.

El fresado biologico permite recolectar hueso autdlogo durante la preparacion del
lecho del implante, subsanando la necesidad de recoger hueso de un segundo campo
quirargico’.

En el fresado convencional se utiliza irrigaciéon con suero salino para disminuir el
trauma y el calentamiento del hueso durante la preparacion del lecho implantolégico'®. Sin
embargo, la irrigacion puede lavar las proteinas de sefial y otras sustancias solubles presentes
en la matriz extracelular del hueso, como las BMPs, factores de crecimiento, y otras proteinas
sintetizadas en respuesta a la agresion producida por el fresado, que pueden tener un papel
activo en la regeneracion 6sea '°. Muchas de estas proteinas se caracterizan por su bajo peso
molecular y por su solubilidad, por lo que la irrigacion salina las disuelve facilmente,
separando asi al tejido 6seo de los recursos naturales que utiliza para curarse a si mismo?’. La
eliminacion de estas moléculas puede evitarse mediante el fresado bioldgico, ya que se lleva a
cabo a bajas revoluciones y sin irrigacion.

Hemos comparado dos formas de recogida de injertos dseos intraorales, evaluando la
viabilidad de ambas, y resaltando las posibles diferencias derivadas de la propia técnica, como
los sucesos derivados del trauma al que es sometido el hueso al realizar el fresado del lecho
para los implantes (calor, friccion, etc).

El ensayo MTT revela que la viabilidad y proliferacion de las células aisladas a partir
de fresado bioldgico es significativamente mayor a las 24 horas de cultivo y a las 48 horas.
Para explicar este hecho, hemos de conocer que la recogida de las particulas de hueso
mediante fresado bioldgico implica un proceso en el que se genera energia en forma de calor.
Esa energia liberada por las fresas del sistema de implantes es transmitida al hueso del lecho
implantario y por tanto, creemos que también puede ser captada por las células dseas
presentes en las particulas de hueso recogidas durante el fresado. Este hecho estd en

concordancia con otros estudios en los que se realiza una estimulacion in vitro de los
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osteoblastos mediante otros tipos de energia de baja intensidad, como diferentes tipos de laser
o las ondas de choque, traduciéndose esta estimulacion en un aumento de la proliferacion y de
la viabilidad de las células a las que se les habia aplicado esta energiazl’zz.

Se ha descrito un efecto estimulatorio de la linea de osteoblastos SaOS-2 mediante el
uso del laser ND:YAG, traducido en un aumento de la viabilidad y proliferacion de los
mismos, cuando son irradiados con bajos niveles de energia. Sin embargo, describe un efecto
inhibitorio cuando las mismas células reciben altos niveles de energia .

Otros autores han investigado los efectos de la fototerapia con laser sobre el
crecimiento y la diferenciacion de los osteoblastos humanos in vitro***.Stein et al.**indican
que ésta tiene un efecto bioestimulante sobre las células osteoblasticas humanas durante las
primeras 72 horas tras la irradiacion. Estudios histologicos en animales han demostrado que la
fototerapia laser puede promover e incrementar la aposicion de fibras de coldgeno por parte
de los osteoblastos, lo que puede acelerar el proceso de reparacion 6sea”®>"*®. Otros estudios
son controvertidos, y no muestran una influencia significativa del uso de la terapia con laser
sobre la proliferacion y la viabilidad de los osteoblastos .

La aplicacion de energia en forma de ondas de choque sobre el tejido 6seo ha
demostrado efectos osteogénicos cuando se aplican la energia y las pulsaciones adecuadas.
Entre estos efectos seflalamos la destruccion selectiva de los osteocitos, estimulacion del
crecimiento de las células estromales de la médula osea, diferenciacion hacia
osteoprogenitores, e incremento en la proliferacion y la actividad de los osteoblastos. Esta
actividad esta asociada con la produccion de TGFB1, que juega un papel importante regulando
y estimulando la diferenciacion de las células osteoprogenitoras durante la reparacion de
fracturas .

Respecto al estudio de la capacidad de mineralizacion de los osteoblastos humanos
cultivados de las lineas celulares de las dos procedencias, ambas lineas celulares son capaces
de producir depositos de sales calcicas en forma de nddulos, al ser cultivadas en medio de
mineralizacion. También podemos decir que los nédulos aumentan en nimero y tamafio con
el paso del tiempo, pero no podemos demostrar que existan diferencias significativas ni en el
numero, ni en el tamafio de los nddulos cuando comparamos una linea celular con otra, lo que
nos permite afirmar que no hay cambios en la diferenciacion celular.

Nuestros resultados estdn en concordancia con articulos en los que se aplica energia de
baja intensidad mediante laser a los cultivos de osteoblastos, sin efecto significativo sobre la
diferenciacién de los mismos®'. Por tanto, el efecto de las energias de baja intensidad sobre la

diferenciacion y la capacidad de formar ndédulos mineralizados de los cultivos de osteoblastos
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es bastante controvertido.

Otros autores demuestran que la irradiaciéon con energia laser de baja intensidad
produce un aumento significativo en el nimero de células y en la formacion de nddulos
mineralizados tras 21 dias de cultivo **.

Asimismo, estos estudios sugieren que los efectos de la aplicacion de energia de baja
intensidad sobre la mineralizacion de los osteoblastos pueden estar relacionados con un
incremento temprano de la proliferacion celular, pero no existe efecto directo sobre la
diferenciacion osteoblastica®.

Por ultimo, sefialar que los resultados obtenidos en este trabajo deben ser tomados con
precaucion, puesto que es relativamente dificil extrapolar los datos obtenidos in vitro, a lo que

ocurre clinicamente cuando realizamos técnicas de injerto 6seo a nivel intraoral.
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CONCLUSIONES

1. Tanto de las muestras procedentes de fresado bioldgico, como de las de bloque cortico-

esponjoso se pueden aislar y cultivar osteoblastos humanos.

2. El ensayo MTT muestra mayor proliferacion de las lineas celulares establecidas a partir
de la muestra de fresado biologico, a las 24 y a las 48 horas. Esta diferencia es
estadisticamente significativa, lo que parece indicar que el hueso particulado obtenido
del fresado a bajas revoluciones, pudiera tener un mejor rendimiento al ser utilizado

como injerto de hueso respecto a los bloques cortico-esponjosos.

3. Los osteoblastos aislados a partir de los distintos tipos de muestras son capaces de
producir nédulos de mineralizacion cuando son cultivados en medio especifico para
ello. El nimero y tamafo de los nodulos aumenta a lo largo del tiempo de cultivo, pero
no existen diferencias apreciables entre los observados en los cultivos de una linea
celular u otra, lo que nos permite afirmar que no existe alteracion en la diferenciacion

celular.
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