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1 RESUMEN

Introduccidn: en la odontologia moderna ha habido un aumento en la investigacion

sobre ingenieria y regeneracion tisular principalmente de tejidos duros, basados en
el descubrimiento de células progenitoras del érgano dentario como lo son las
células madre de la pulpa dentaria (hDPSCs). Un tipo de tejido que toma un papel
crucial dentro de los procesos reparativos 6seos es el cartilago. Caracterizar su
presencia en un contexto de reparacion de calota implantado con hDPSCs es
esencial para transferir estos enfoques terapéuticos a la clinica humana.

Material y métodos: se recupero el tejido pulpar de terceros molares. Para obtener

una poblacion celular de hDPSCs, la cual fue implantada en defectos criticos de
calota de ratdén. Las muestras fueron recuperadas a los 30 y a los 90 dias para su
posterior evaluacién histomorfolégica e inmunohistoquimica. Se analizaron las
diferencias en numero, tamafio (area) y ubicacion de focos cartilaginosos mediante
test de diferencia de proporciones y test de Mann-Whitney.

Resultados: tanto a los 30 como a los 90 dias existe presencia de tejido
cartilaginoso, siendo la cantidad de focos significativamente mayor a los 90 dias. Su
distribucion preferente en el defecto vario desde el centro a los 30 dias hacia la
periferia a los 90 dias. El cartilago mostr6 diversos estados de madurez
histomorfoldgica tanto a los 30 como a los 90 dias mostrando caracteristicas de
transdiferenciacion. La inmunohistoquimica mostré el origen humano del cartilago
hallado al interior del defecto.

Conclusiones: las hDPSCs inducen un proceso reparativo de osificacion

principalmente de tipo endocondral, por la via candnica como también por procesos
de transdiferenciacion. El proceso de osificacion se extiende desde el centro hacia
la periferia del defecto. La evidencia inmunohistoquimica presentada en este trabajo

permite establecer el origen humano del tejido cartilaginoso.



2 INTRODUCCION

Existen diferentes factores que pueden producir dafio o perdida de tejidos y
organos del cuerpo, entre ellos traumas, enfermedades congénitas, procesos
neoplasicos, etc. En la actualidad existen diferentes alternativas terapéuticas para
sSu manejo, pero muchas veces la Unica solucion se limita al uso de prétesis
artificiales. De acé surge la necesidad de utilizar técnicas de medicina regenerativa
y aplicaciones de ingenieria tisular, en donde los avances en la ciencia y nuevas
tecnologias han permitido un progreso importante en sus conocimientos y su
aplicacion directa en la préactica clinica.

En ingenieria tisular muchos de los avances se basan en el estudio de células
madre. Hoy en dia se conocen una cantidad considerable de fuentes para este tipo
de células en tejidos adultos, lo que ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias
terapéutica. El descubrimiento de células madre en los diferentes tejidos del 6rgano
dentario, le ha dado nuevas perspectivas a la odontologia moderna. Las células
madre de la pulpa dentaria humana (hDPSCs) han sido las mas estudiadas pues
presentan la gran ventaja de que pueden obtenerse con muy baja morbilidad al
extraer la pulpa de un diente o al realizar una extraccion dental. En algunos ensayos
clinicos, la implantacion de hDPSCs en defectos 6seos mandibulares, ha favorecido
una mejor y rapida reparacion, en comparaciéon a defectos sin células (d’Aquino y
cols., 2009; Giuliani y cols., 2013).

En el campo de la medicina regenerativa, el tejido 6éseo ha sido muy
estudiado, debido a su alta morbilidad en los tiempos modernos. El hueso dafiado
es capaz de repararse por un proceso regenerativo dentro de los limites fisiolégicos,
es decir, mediante la formacion de un tejido de similares caracteristicas respecto al
original (Schindeler y cols., 2008), siempre y cuando se presenten las condiciones
adecuadas para ello. Hasta ahora se habian descrito dos formas principales de
neoformacion 6sea dependiendo del grado de vascularizacién y de los movimientos

del sitio de la lesion.
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Es asi como en sitios lesionados cuya movilidad es casi nula, el tejido éseo
se formara directamente desde el tejido de granulacion maduro (osificacion
endomembranosa). Sin embargo, lograr inmovilizacion casi total de huesos
lesionados es muy poco probable, de modo que una gran parte de la neoformacion
Osea en procesos reparativos se produce de manera indirecta (Schindeler y cols.,
2008), es decir, con la formacion inicial de focos de tejido cartilaginoso que luego de
su proliferacion, hipertrofia de condrocitos, calcificacion de la MEC y apoptosis de
condrocitos, serd reemplazado por trabéculas 6seas. Sin embargo, actualmente se
habla de otro mecanismo de neoformacion 6sea endocondral donde se formaria
una linea de condrocitos que se transdiferenciaria a osteoblasto.

El tejido cartilaginoso, entonces, toma un rol fundamental en la mayoria de
los procesos reparativos y regenerativos 6seos, pero poco se ha descrito de su
presencia en investigacion sobre ingenieria tisular, origen de sus progenitores,
predileccion de sitios de su formacion para la regeneracion de tejido 6seo y el papel
gue puede jugar en estos procesos. Es debido a esto que resulta interesante
caracterizar la presencia de tejido cartilaginoso en un modelo de reparacion de
defecto critico en la calota de raton, ya que permite contextualizarnos en un proceso
de regeneracion de tejido duro en el territorio maxilofacial, el cual presenta gran
dominio en el &rea odontoldgica, y asi hincar una base para dilucidar a futuro como
ocurre este proceso regenerativo basado en el uso de hDPSCs.

A continuacion, se presentard un marco teérico en el cual se desarrollan los

temas de mayor relevancia para este trabajo.
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3 MARCO TEORICO

3.1 TEJIDO CARTILAGINOSO

El cartilago, toma un papel fundamental en muchos de los procesos
reparativos 6seos debido a que es un precursor intermedio de los procesos de
osificacion. Es una forma especializada de tejido conectivo constituido por células
denominadas condrocitos, (que forman el 5%), distribuidos en una matriz
extracelular (MEC) semejante a un gel (que forma el 95% restante) conformada
principalmente por colageno tipo Il y glicosaminoglicanos (GAGs). El cartilago
presenta una consistencia coloidal, flexible, que posee gran resistencia elastica a la
presion, no presenta vasos sanguineos ni linfaticos, por lo que se nutre por difusion
de metabolitos provenientes del conjuntivo circundante a través de la fase acuosa
(Bruel y cols., 2014). Existen tres variedades de tejido cartilaginoso en el cuerpo
humano: cartilago hialino, eléstico y fibroso, siendo el hialino la variedad mas
abundante (Figura 1).

El cartilago hialino estd conformado microscopicamente por células
redondeadas u ovalada, que se encuentran en grupos de dos o mas en una matriz
granular o casi homogénea. Estas células tienen generalmente contornos rectos
donde estan en contacto entre si, con el resto de su circunferencia redondeada. Es
el cartilago mas comunmente encontrado en el organismo, presentandose en
cartilagos costales, en el tabigue nasal, en la laringe, en la traquea, en los
bronquios, y en las superficies articulares.

El cartilago elastico histolégicamente similar al cartilago hialino, pero con
abundantes fibras elasticas en su MEC. Es muy resistente y est4 adaptado para
soportar la flexion repetida. Su presencia en el organismo es mas restringida,
encontrandose en lugares donde se necesita sostén, pero también flexibilidad como
el pabellon auditivo, la trompa faringotimpanica, la epiglotis y algunos cartilagos de
la laringe.
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El cartilago fibroso o fibrocartilago, ademés del coldgeno tipo Il, contiene gran
cantidad de fibras colagenas de tipo | y en la edad adulta carece de pericondrio.
Esta presente en la sinfisis pubica, en los discos intervertebrales y discos
articulares, en sitios de insercion de tendones y ligamentos. El fibrocartilago se

contintia gradualmente con los tejidos circundantes.
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Figura 1. A) Porcién superficial del cartilago traqueal mostrando la presencia de un cartilago
hialino maduro. H & E x135. B) Cartilago elastico de epiglotis. La matriz esta entretejida con finas
fibras elasticas. Orceina x200 C) Cartilago fibroso de disco intervertebral. H & E x275. (Imagenes
del atlas de histologia, Geneser)

3.2 OSTEOGENESIS Y REPARACION OSEA

La osteogénesis es el proceso de formacion del tejido éseo el cual tiene lugar
principalmente durante el periodo de vida intrauterina, proceso llamado
osteogénesis primaria, que puede ser de tipo endocondral o de tipo
endomembranoso (Figura 2). El proceso basicamente comienza con la formacién
de una condensacion mesenquimatica cuyas células presentan una bipotencialidad
condro y osteoprogenitoras (Tsang y cols., 2015). Esta condensacion de células se
forma mediante la produccion de N-cadherina y su estado de agregacién se
mantiene gracias a la sintesis de proteinas fibronectina y N-CAM estimuladas por el
factor de crecimiento transformante B (TGF-b), punto en el cual comienzan los
programas de diferenciacion osteogénico y condrogénico para posteriormente dar
paso a la osificacibn intramembranosa y endocondral respectivamente,

dependiendo de los factores de transcripcion predominantes (Carlson, 2014).
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Figura 2. Representacion esquematica de los tipos de osificacion. A) Intramembranosa. B)
Encocondral (Imagen de Andrzejowki y Giannoudis, 2019)

La osificacién endo o intramembranosa conlleva una serie de etapas

sucesivas que terminardn por formar a la mayoria de los huesos planos.
Inicialmente, a partir de las condensaciones mesenquimaticas, las células expresan
basicamente el factor de transcripcion Runx2 el cual controla la via de diferenciacion
hacia osteoblastos. Estas células secretan matriz extracelular (MEC) de tipo
osteoide y estableceran varios centros de osificacion para conformar un hueso
desde el punto de vista macroscépico. La activa formacion del osteoide por
osteoblastos y el cambio de polarizacion de su secrecion, determina que muchos
queden incluidos en su MEC constituyéndose en osteocitos. El osteoide madura y
sera mineralizado (calcificacion) por osteoblastos y primeros osteocitos,
constituyendo un hueso no laminillar. Posteriormente este hueso inmaduro sera
modelado de acuerdo a los requerimientos funcionales conformando huesos
laminillares maduros (Abzhanov y cols., 2007). Mediante este mecanismo de
osificacion se forman los huesos del neurocraneo, tales como los parietales,
frontales, las escamas del occipital y del temporal, asi como los huesos del

viscerocraneo como la mandibula y el maxilar (Percival y Richtsmeier, 2013). Los
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huesos del neurocraneo, quedaran conformados por dos tablas compactas de tejido
0seo, las tablas interna y externa, y entre ellas habra hueso esponjoso o diploe.

La osificacion_endocondral, el otro mecanismo de osificacion primaria, se

inicia con la condrogénesis y el establecimiento de verdaderos moldes cartilaginosos
(cartilago hialino y fibrocartilago) (Figura 3). Inicialmente la condensacion del
mesénquima, induce la expresion del factor de transcripcion Sox 9, llevando al grupo
de células mesenquimaticas a la diferenciacion en la via condroblastica. Sin embargo,
varios estudios recientes han mostrado que existirian diversos linajes celulares y que
células que de una via de diferenciacion condrocitaria podrian llegar a diferenciarse

finalmente en osteoblastos

A Osificacion Primaria (Embrionaria)

Esponjosa
primaria 02900059 Cartilago articular

S Epifisis |

Endostio é i '7/\

Periostio

Esponjosa
secundaria

Condrocitos
hipertréficos

Células madres
mesenquimales Médula 6sea

Colageno
mineralizado

Condrocitos

Condrocitosde  2Poptéticos
placa de crecimient

00000000,
000000000

Condrocitos
inmaduros

Osteoblastos Osteocitos

B Osificacion Secundaria (Post-natal)

Figura 3. Paradigma existente para la osificacion endocondral de hueso largo. A) La
osificacion endocondral primaria comienza con la formacion de una plantilla de condrocitos
durante la embriogénesis. Los condrocitos hipertrofian a partir de la diéfisis media, y finalmente se
extienden a los polos epifisarios. La vascularizacion invade el hueso en formacion, transportando
médula, células del estroma mesenquimatico y osteoclastos. Las células hipertréficas sufren
apoptosis, ayudadas por la eliminaciéon de la matriz por osteoclastos. Las células del estroma
mesenquimatico se diferencian en osteoblastos y luego en osteocitos. B) La osificaciéon secundaria
ocurre en la epifisis postnatal en roedores. Los condrocitos inmaduros en el centro de la epifisis
se vuelven hipertroficos para producir colageno mineralizado y eventualmente sufrir apoptosis. La
vasculaturizacion invade y transporta médula, células estromales mesenquimales y precursores
de osteoclastos. La formacion ésea se inicia en el centro y se extiende periféricamente (Figura
adaptada de Aghajanian y Mohan, 2018).
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En la via tradicional o candnica, los condroblastos secretan MEC especifica,
muchos quedan incluidos en su matriz transformandose en condrocitos inmaduros
que proliferan rapidamente, secretando una matriz de colageno tipo 2 (COL2) y
forman tanto el pericondrio como el resto de los condrocitos, los cuales contindan el
crecimiento intersticial del tejido formando clonas y los condroblastos el crecimiento
aposicional a partir del pericondrio. Esta matriz se degrada cuando los condrocitos
experimentan una diferenciacion hipertréfica, calcificacion de su MEC y secretan
enzimas como la metaloproteasa de matriz 13 (MMP13) y ADAM-TS4, ademas
liberan otras moléculas de sefializacion angiogénica (Aghajanian y Mohan, 2018). Los
condrocitos hipertréficos entran en apoptosis y el pericondrio se convierte en periostio,
mientras que la capa interna del periostio sufre osificacion intramembranosa para
formar un collar éseo que encierra los condrocitos en el centro del hueso. Al mismo
tiempo, el tejido es invadido por vasos entrantes. Los osteoclastos de la
vascularizacion invasora eliminan los condrocitos de la plantilla y las células del
estroma mesenquimatico reemplazan los condrocitos apoptosantes. Las células del
estroma mesenquimatico se diferencian en osteoblastos para producir colageno tipo
1 (COL1) y otras proteinas de la matriz 6sea, como la sialoproteina 6sea (BSP) y la
osteocalcina que estimulan la mineralizaciéon 6sea (Florencio-Silva y cols., 2015;
Aghajanian y Mohan, 2018). Esto genera centros de osificacion primaria en diferentes
cartilagos del feto, por ejemplo en la base de craneo y en la diéfisis.

El crecimiento de los huesos continuara gracias a la permanencia de centros
de cartilago con actividad proliferativa y osteo-formadora en la placa o disco de
crecimiento. Finalmente, los cartilagos de crecimiento terminaran por osificarse y con
ello también se detendra el crecimiento del hueso (Briel y cols., 2014).

Histologicamente, los condrocitos en el cartilago de crecimiento estan
dispuestos en zonas morfolégicamente distintas (Figura 4), que reflejan los cambios
en el estado funcional y molecular de las células. La primera zona consta de
condrocitos en reposo en un entorno avascular. Los condrocitos se presentan
aislados y de forma oval, secretan factores antiangiogénicos y sintetizan una matriz

compuesta principalmente por colageno Il y proteoglicanos.
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En la zona adyacente, los condrocitos aplanados o con forma de cufia
proliferan y se alinean en columnas paralelas al eje longitudinal del hueso en la
llamada zona proliferativa. Posteriormente, los condrocitos se diferencian mas y
entran en la etapa prehipertréfica, donde comienzan a aumentar su tamafio. Durante
esta etapa se producen adseverina (una proteina de unién a actina), proteina
morfogenética 6sea 6 (BMP-6), la proteina de sefalizacion Indian hedgehog
homologue (Ihh), asi como los factores de transcripcidn runx-2 y osterix (también
conocido como SP7). La expresion de runx-2 estimula la regulacién positiva de
marcadores hipertréficos como colageno X, |hh y factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y estd controlada por la tensién de oxigeno. La adseverina
participa en los reordenamientos citoesqueléticos de los condrocitos en maduracion
y es esencial para la hipertrofia celular; ademas, estimula la expresion de colageno
X e Ihh. A su vez, Ihh, expresado por las células hipertréficas tempranas, estimula
la proliferacion y la expresion de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea
(PTHrP), que inhibe la transicion a la hipertrofia, creando asi un ciclo de
retroalimentacion negativa de hipertrofia de condrocitos (Gawlitta y cols., 2010).

BMP-6 también estimula la expresion de colageno X. Una vez que se sintetiza
el colageno X, las células se diferencian en la etapa hipertréfica, en la que las células
individuales aumentan atun mas de tamafio a medida que se alejan de la epifisis,
adquiriendo una forma redondeada. Durante esta etapa terminal de diferenciacion,
las células hipertréficas ya no expresan genes condrogénicos, como sox-9. Ahora
se caracterizan por la expresion de los genes osteogénicos fosfatasa alcalina (ALP),
runx-2, colageno |, osteonectina y durante la hipertrofia tardia, osteopontina
(también sialoproteina 6sea 1 o fosfoproteina 1 secretada), sialoproteina 6sea 2 y
osteocalcina. Ademas, la matriz alrededor de los condrocitos hipertréficos tardios
se mineraliza mediante la deposicion de hidroxiapatita (White y Wallis, 2001; Yang
S. y cols., 2003).

Finalmente se presenta la zona de osificacion donde ya encontramos la

presencia de tejido 6seo como tal.
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Figura 4. Morfologia del tejido cartilaginoso en osificacion endocondral (imagen modificada
de Mackie y cols, 2008 y Gawlitta y cols 2010)

La otra via de osificacion endocondral, postulada actualmente, plantea
qgue los condrocitos pueden transdiferenciarse a osteoblastos mediante tres
modelos principales, los dos primeros modelos implican transdiferenciacion
intermedia y el modelo final implica transdiferenciacion directa, cada modelo es
mecanicamente diferente y puede ser especifico para diferentes sitios esqueléticos
durante los periodos de crecimiento embrionario, postnatal y en procesos
reparativos 6seos (Figura 5).
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Figura 5. Modelos de transdiferenciacién de condrocitos a osteoblastos. A) Condrocito a
precursor osteogénico. Los condrocitos inmaduros se diferencian en una poblacién precursora
osteogénica que luego se diferencia en pre-osteoblastos y osteoblastos. B) Desdiferenciacion a
la rediferenciacion. Los condrocitos hipertroficos se diferencian en condrocitos inmaduros, que se
diferencian directamente en un destino osteogénico. C) Transdiferenciacion directa. Los
condrocitos hipertréficos se diferencian directamente de los osteoblastos.
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El modelo de condrocito como precursor osteogénico (PO) sugiere que
los condrocitos inmaduros en la placa de crecimiento pueden diferenciarse en un
precursor osteogénico transitorio en la metéfisis (Ono y cols., 2014). Durante el
rapido crecimiento 6seo, esto proporciona un mecanismo para la generacién de
células estromales y osteoblastos (Figura 5, A). En este modelo, no se cree que los
precursores osteogénicos transitorios se renueven por si mismos. Ademas, este
modelo parece ser especifico para el crecimiento metafisario, gran parte del cual
ocurre embrionariamente durante la osificacion primaria, pero puede extenderse al
crecimiento postnatal y esta separado de los progenitores mesenquimales adultos.

El modelo de desdiferenciacion arediferenciaciéon proporciona una vision
alternativa de la transdiferenciacion condro-osteogénica. En este modelo, los
condrocitos se hipertrofian y continlan hacia la apoptosis o se desdiferencian
primero en condrocitos inmaduros, y luego se diferencian en osteoblastos y mas
tarde en osteocitos (Figura 5, B). Se ha descrito que este modelo ocurre durante el
desarrollo embrionario y postnatal (Zhou X. y cols., 2014; Park y cols., 2015), pero
también durante la reparacion de fracturas (Yang G. y cols., 2014 ; Yang L. y cols.,
2014; Hu y cols., 2017).

Finalmente, esta el modelo de transdiferenciacion directa el cual algunos
estudios han sugerido como el método por el cual se produce la osificacion
secundaria postnatal. EI modelo de transdiferenciacion directa indica que los
condrocitos maduraran y se hipertrofiaran, pero no se apoptosaran, sino que se
diferencian directamente en osteoblastos y posteriormente en osteocitos (Figura 5,
C). Este proceso se inicia antes de que la invasiéon vascular alcance la region de
osificacion secundaria. Ademds, no se observa aumento de la proliferacion o
apoptosis en los condrocitos hipertréficos epifisarios. En base a hallazgos in vitro e
in vivo (Xing y cols., 2014; Jing y cols., 2015) de que los condrocitos hipertroficos
expresan marcadores de osteoblastos, el modelo de transdiferenciacion directa
también sugiere que “condrocitos hipertréficos” puede ser un nombre inapropiado,
y que de hecho son pre-osteoblastos, ademas este modelo de transdiferenciacion
directa vendria siendo el mecanismo mas probable para la formacion de
osteoblastos epifisarios, ya que el proceso de desdiferenciacion y rediferenciacion

no ocurriria lo suficientemente rapido en el lapso de tiempo en que el hueso aparece
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inmediatamente después de la formacion de los condrocitos hipertréficos en la
epifisis (Xing y cols., 2014)

La transdiferenciacion directa no es exclusiva de la osificacion secundaria,
ya que probablemente también se produce durante la osificacion primaria, asi como
durante la curacion de la fractura. Algunos estudios han mostrado que, para la
osificacion de la base del craneo, no solo estaria involucrada la via candnica de
osificacion endocondral, sino varios modelos de osificacion abriendo camino a
nuevos enfoques para la estimulacién de formacién de tejido 6seo (Hinton y cols.,
2017; Sakagami y cols., 2017).

La posibilidad de que los condrocitos hipertroficos (CH) diferenciados
terminalmente pudieran sobrevivir y convertirse en osteoblastos in vivo se habia
debatido durante mas de un siglo. El apoyo proviene de estudios autoradiogréficos,
morfologicos y ultraestructurales, en los que se observaron CH en la unién condro-
Osea y osteoblastos en lagunas de condrocitos (Farnum y cols., 1990; Roach, 1992;
Roach y cols., 1995; Riminucci y cols., 1998).

La evidencia autorradiografica con timidina trisiada habia mostrado que los
condrocitos podian sobrevivir a la hipertrofia (Nogami & Urist, 1975) y que no todos
los condrocitos de una placa epifisaria experimentaban hipertrofia, mostrando que
algunos condrocitos dentro de sus lagunas originales retomaban la capacidad de
dividirse, observandose dobletes o tripletes de células basdfilas pequefias dentro
de las lagunas en lugar de condrocitos hipertroficos Unicos (Figura 6, F). Eran
ademas positivas para fibronectina y secretaban una nueva matriz la cual tenia
caracteristicas tintoriales de matriz 6sea incluyendo birrefringencia al tefiirse con
rojo sirio y la capacidad para mineralizarse (Kahn & Simmons, 1977)- Otros estudios
confirmaron que condrocitos hipertréficos dentro de las lagunas, de este cartilago
en proceso de osificacidén, tenian caracteristicas de osteoblastos, tales como la
actividad fosfatasa alcalina y tincibn inmuno positiva para osteocalcina,
osteonectina, osteopontina y colageno de tipo | y ninguna evidencia de migracion
celular habia sido observada (Figura 6, B-D). Posteriormente esa matriz 0sea,
inicialmente confinada soélo al interior de las lagunas de condrocitos, se observaba
expandida mas alla de los confines de la laguna, perdiendo ademas el marcaje
positivo a fibronectina en estas células. Esta nueva matriz fue llamada "osteoide

intralacunar”, tefiida vividamente con rojo Sirius y fucsina acida de Van Gieson, pero
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no con azul alcian especifico de cartilago y mostr6 ademas un patron de
mineralizacion diferente al de la matriz tipica de cartilago calcificado fuera de la
laguna. Otra evidencia fue el marcaje diferente observado para la localizacion de la
actividad de la fosfatasa alcalina, mostrando que en los condrocitos hipertréficos
comunes la actividad enzimatica se localizaba en la matriz extracelular perilacunar
en contraste con la presencia intralacunar alrededor de estas células que se
transdiferenciaban a osteoblastos (Figura 6, B). Varios estudios habian demostrado
que, mediante la produccion de factores reguladores, los CH instruyen a las células
pericondriales adyacentes para que se diferencien en osteoblastos, es decir que los
condrocitos que se enfrentan a los tejidos pericondriales estan contenidos dentro de
un microambiente que promueve la osteogénesis. Por el contrario, los CH ubicados
en la porcién central del cartilago se encuentran en un ambiente separado el cual
seria regulado por sefales aun no bien clarificadas que lo pondrian en un estado
“‘metaestable” el cual lo llevaria en diferentes vias de diferenciacion: divisiones
simétricas o asimétricas que conducirian a las células hijas a una
transdiferenciacion a osteoblastos o a apoptosis (Roach y cols., 1995; Shapiro y
cols., 2005).

En el 2014, mediante analisis de rastreo de linajes usando animales
transgénicos con variadas ventanas de induccién, algunos autores lograron
demostrar que los CH pueden sobrevivir a la transicion de cartilago a hueso y
convertirse en osteoblastos y osteocitos durante la formacion de hueso endocondral
en la placa de crecimiento y en la reparacion 6sea, proporcionando asi una nueva
fuente potente de osteoblastos durante el crecimiento éseo (Yang L. y cols., 2014;
Yang G. y cols., 2014). También mostraron que los CH pueden adoptar destinos de
células perivasculares y adipocitos ademas del destino osteogénico (Yang G. y
cols., 2014) y dado que la osificacién endocondral es necesaria para la formacién
de nichos de células madre hematopoyéticas (Chan y cols., 2009), la progenie de
condrocitos podria no solo beneficiar la formacion 6sea sino también apoyar la
hematopoyesis. Un resultado importante de todos estos estudios ha sido la
creciente conciencia de que el microambiente tisular local juega un papel clave en

la regulacién de las actividades celulares y la funcion tisular (Shapiro y cols., 2005).
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Figura 6. De A-D: Eventos celulares durante la diferenciacion osteogénica de los condrocitos de
fémures después de varios periodos de cultivo. (Barras, 10 um) (Tomada y modificada de Roach
y cols., 1995). A) Colageno tipo | alrededor de los condrocitos. Todas las lagunas contienen una
capa de colageno tipo | alrededor del perimetro interior, que a veces se extiende a la matriz
interterritorial. Muchas lagunas contienen dobletes de células (flechas). B) Actividad de la
fosfatasa alcalina en condrocitos. La mayoria de los condrocitos muestran actividad enzimatica en
el citoplasma. Nuevamente, hay muchos dobletes celulares presentes, en dos de estos dobletes
la actividad enzimatica se encuentra solo en una célula (flechas). C) Evidencia del fenotipo
osteogénico, la matriz osteoide (roja) esta presente dentro de las lagunas condrociticas en
periodos posteriores de desarrollo. La mayoria de las lagunas estan todavia intactas y
completamente rodeadas por una matriz de cartilago (azul), pero se muestran dos ejemplos donde
dos lagunas se han fusionado (triAngulos). Estos no estan conectados a un canal. D) Coladgeno
de tipo | y E) osteopontina dentro o alrededor de las lagunas condrociticas confirmando que la
matriz osteoide contiene coldgeno tipo | y osteopontina, esta Ultima en preparacion para la
mineralizacion. En algunas células (flechas), la osteopontina todavia est4 presente en el
citoplasma, pero en su mayoria ya esta presente en la matriz extracelular. F) Condrocitos del
cartilago condilar de ratén se transforman en células parecidas a osteoblastos en un cultivo de
membrana corioalantoidea (CAM). Las imagenes tefiidas con H&E y azul de toluidina revelaron
gue la matriz con forma de hueso y células similares a osteoblastos (Ob) eran evidentes. (Tomada
de Jing y copls., 2015)
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En el caso de una lesién ésea, se instaura un proceso reparativo, que en
cierta forma remeda los procesos de osificacion primaria. Después de ocurrida la
lesidn, se genera un coagulo y la infiltracion de células inflamatorias, las que secretan
citoquinas y factores de crecimiento importantes para la neovascularizacion (Street
y cols., 2002) y el reclutamiento celular (Gerstenfeld y cols., 2003). Dependiendo
del grado de vascularizacién y de los movimientos del sitio de la lesion, el tejido
0seo se formara directamente (osificacion membranosa) cuando la movilidad en el
sitio lesionado es casi nula, por ejemplo, en el alvéolo post exodoncia. Sin embargo,
lograr inmovilizacion casi total de huesos largos lesionados es muy poco probable,
de modo que una gran parte de la neoformacion 6sea en procesos reparativos
0seos se produce de manera indirecta, por osificacidon endocondral (Schindeler y
cols., 2008). Durante una lesion Osea, existen focos de tejido cartilaginoso, que se
generan sin establecer un patrén espacial en la lesion, para luego ser reemplazados
por trabéculas 6seas (Smok y cols., 2014). Algunos estudios de rastreo de linajes
para condrocitos hipertroficos, plantearon un modelo para la ontogenia de
osteoblastos en hueso endocondral (Figura 7) (Yang L. y cols., 2014). Los
osteoblastos y osteocitos derivados de CH contribuyen a la reparacion 6sea y al
concepto revisado de ontogenia de osteoblastos en hueso endocondral. Las fuentes
de osteoblastos serian: 1) la diferenciacion directa de las células mesenquimales
periésticas para formar hueso cortical, 2) los progenitores de osteoblastos derivados
del pericondrio que acompafan a la invasion vascular del centro de osificacién
primario y 3) la transicién de CH a linajes de osteoblastos.

Habitualmente, la dinamica reparativa del hueso es suficiente para
reconstruir los defectos comunes, no obstante, en pérdidas mayores de tejido 6seo
se hace necesario desarrollar diferentes sistemas para la reparacién pues el
organismo no es capaz de reparar en forma autonoma (Leyendecker Junior y cols.,
2018).

Para el estudio de la reparacion 6sea, se creo el concepto de "defecto de
tamanfo critico” (DTC), el cual es un modelo animal que se desarrollé originalmente
para estandarizar las pruebas de materiales de reparacion 6sea. Los DTC fueron
originalmente definidos como "la herida intradsea de tamafio mas pequefio en un
hueso y especies de animales en particular, que no reparan espontaneamente

durante la vida del animal” (Schmitz y Hollinger, 1986).
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Este tipo de modelo ha sido de gran utilidad en el estudio de medicina
regenerativa e ingenieria tisular, para la evaluacion de propiedades de regeneracion

y reparacion de tejido 6seo.
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Figura 7. Modelo para la ontogenia de osteoblastos en hueso endocondral. Las fuentes de
osteoblastos son la diferenciacién directa de las células mesenquimales peridsticas para formar
hueso cortical (CB), los progenitores de osteoblastos derivados del pericondrio que acompafian a
la invasion vascular del centro de osificacion primario (POC) y la transicion de CH a linajes de
osteoblastos. BC, collar de hueso; BV, vaso sanguineo; GP, placa de crecimiento; OB,
osteoblasto; OY, osteocito; PE, periostio; TB, hueso trabecular (Tomado de Yang L y cols., 2014).



24

3.3 MEDICINA REGENERATIVA E INGENIERIA TISULAR

La medicina regenerativa provee nuevas terapias para reemplazar o
restaurar funcién en cualquier tejido u 6rgano del cuerpo humano. Esta rama de la
ciencia médica nace con el objetivo de superar los obstaculos presentes en las
terapias actuales de trasplantes de 6rganos y tejidos para tratar la falla o perdida de
éstos, ya que existe un namero limitado de donantes y, a menudo, complicaciones
iInmunes graves con este tipo de tratamiento, los cuales se pretenden dejar de lado
con esta ciencia (Terzic y Nelson, 2013). La medicina regenerativa incorpora,
ademas, campos como la ingenieria tisular, transferencia nuclear, estudio de
diferentes biomateriales y el uso de células progenitoras.

La ingenieria tisular, uno de los componentes del campo de la medicina
regenerativa, fue definida hace mas de 25 afios como "Un campo interdisciplinario
gue aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida hacia el desarrollo
de sustitutos biolégicos que restauran, mantienen o mejoran la funcién de los
tejidos" (Langer y Vacanti, 1993), esta definicién ha ido evolucionando e incluyendo
conceptos que se relacionan con la creacion de nuevas tecnologias atingentes a
nuestra época. Se trata de una ciencia que utiliza células, un elemento que las
transporta o “carrier” con funcion de andamiaje y una serie de diferentes factores
bioquimicos que propician la formacion de tejido. Este constructo puede ser
implantado, para finalmente mejorar o reemplazar funciones bioldgicas, esto, con el
objetivo de dar solucion a la capacidad limitada de regeneracién del cuerpo humano
(Akter, 2016; Griffith y Naughton, 2002).

Los carriers o andamios estan hechos de materiales compatibles tanto con
los tipos de células especificas de los tejidos como con el entorno local deseado
dentro del cuerpo humano (Langer, 2009), deben tener estabilidad quimica, funcién
de adhesiéon y degradacion controlada (Hashemi-Beni y cols., 2017). Estos
materiales pueden ser naturales como colageno o componentes de la matriz
extracelular (MEC) descelularizados; o sintéticos biocompatibles. El objetivo de
estos carriers es de suplir el entorno tridimensional natural, para que las células
puedan proliferar y organizarse en tejidos u d&érganos manteniendo sus

configuraciones especializadas y sus morfologias (Shafiee y Atala, 2017).
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Los factores bioquimicos se presentan como factores de crecimiento o de
diferenciacion para facilitar y promover la proliferacion y diferenciacion celular,
favoreciendo la formacion de los elementos de la MEC y moléculas de sefializacion
para la reparacion de tejidos dafiados, particularmente mediante regeneracion de
nuevos tejidos, es decir, controlan y modulan respuestas celulares, optimizando asi
los procesos de ingenieria tisular (Subbiah & Guldberg, 2019).

Las células que se utilizan en las actividades de ingenieria tisular deben tener
la capacidad de sintetizar matriz extracelular que luego, junto con las células del
huésped, formaran un tejido metabdlicamente activo. Estas células pueden ser
clasificadas segun su origen como autdlogas (células propias del huésped),
alogénicas (células de individuos de la misma especie) o xenogénicas (de individuos
de otra especie). La atencion de la ingenieria tisular se ha centrado en el uso de
células madre, que son categorizadas segun su potencial de diferenciacién (Akter,
2016).

3.4 CELULAS MADRE

Las células madre o stem cells se definen como células indiferenciadas
capaces de proliferar, autorrenovarse y diferenciarse en tipos de células
especializadas bajo condiciones especificas (Arias & Felmer, 2009). Las células
madre controlan el reabastecimiento de varios tipos de células que ayudan a
constituir muchos sistemas de érganos diferentes, lo que permite a los cientificos la
oportunidad de generar células especificas para recuperar las funciones perdidas
en varios estados de enfermedad. Las células madre se pueden clasificar segin su
potencial de diferenciacién en:

I. Totipotentes: Capaces de diferenciarse en tejidos embrionarios, asi
como extra-embrionarios (Edwards & Beard, 1997). Esta puede generar
un organismo vivo completamente funcional.

il. Pluripotentes: dan origen a todas las células de todos los tejido de las
tres capas germinativas, a excepcion de anexos embrionarios
(Beddington, 1981).

iii. Multipotentes: dan origen a células de un linaje especifico (misma capa

germinativa).
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V. Oligopotentes: muy similares a las multipotentes, pero son mas
restringidas en cuanto a su capacidad de diferenciacion. Aunque estas
células pueden auto-renovarse y diferenciarse, sélo estan limitadas a
tipos de células estrechamente relacionadas de una misma capa
germinativa.

V. Unipotentes: capaces de diferenciarse en un solo tipo celular de una

capa germinativa.

3.4.1 Células Madre Mesenquimales

Un tipo de células multipotentes son las células madre mesenquimales
(MSCs), las cuales derivan del mesénquima del embrion. Estas células fueron
descubiertas en un inicio en ratén y se caracterizan por ser capaces de adherirse al
plastico y formar colonias con gran potencial de diferenciacion en lineas
fibroblasticas, adiposas, condrogénicas y osteogénicas (Friedenstein y cols., 1970).
Mas tarde fueron descritas sus equivalentes en humano y su capacidad de
diferenciacion en distintos tejidos de origen mesodérmico (Pittenger y cols., 1999).

Una de las grandes ventajas de las MSCs en el ambito terapéutico, es que
tienen propiedades de evasion inmune, ya que no muestran marcadores de
superficie de células del complejo de histocompatibilidad (MHC) clase I, lo que
resalta su falta de respuesta inmune durante el uso alogénico (Le Blanc y cols.,
2003; Ankrum y cols., 2014). Ademas, presentan propiedades inmunosupresoras al
secretar factores inmunosupresores como el éxido nitrico (NO) (Sato y cols., 2007).

Sin embargo, las MSCs presentan ciertas limitaciones. Los estudios han
demostrado que, con el tiempo, las MSCs eventualmente se vuelven senescentes
y pierden irreversiblemente su capacidad de dividirse (Bonab y cols., 2006).

In vitro estas células son capaces de autorenovarse, formar colonias y
clasicamente diferenciarse en distintos programas celulares: perfil osteogénico,
condrogénico y adipogénico Friedenstein y cols., 1970; Pittenger y cols., 1999).
Ademas se ha reportado la diferenciacion hacia un programa miogénico (Wakitani
y cols, 1995), tendinogénico e incluso neurogénico (Woodbury y cols., 2000)

Utilizando modelos in vivo, estas células han sido capaces de reparar
tendones en modelos de conejo (Awad y cols., 1999), tener participacion en la
reparacion de lesiones de médula espinal en modelos de raton (Hofstetter y cols.,
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2002) y de formar tejido cartilaginoso (Pereira y cols., 1995) y 6seo (Kuznetsov y
cols., 1997) en ratones irradiados.

Las fuentes descritas de obtencion de las MSC son variadas, se pueden
mencionar: las células de médula 6sea, que han sido las mas caracterizadas
(Wagers & Weissman, 2004), las células de tejido adiposo (Zuk y cols., 2002), de
placenta (Anker y cols., 2004), de piel (dermis, hipodermis) (Shin y cols., 2006), de
sangre de cordon umbilical (Erices y cols., 2000) y de la pulpa dentaria (Gronthos y
cols., 2000).

3.4.2 Células Madre Dentales

En los ultimos 10 afios se han caracterizado un sin numero de células madre
y en relacion a los érganos dentarios se han obtenido células madre adultas
mesénquimales multipotentes, cuyo singular origen embrionario en las células de la
cresta neural (células ecto-mesénquimales), les ha dado la potencialidad de
diferenciacion en variados tipos de células de origen mesenquimatico y ademas
neuroectodermico (Gronthos y cols., 2000 ; Morsczeck & Reichert, 2018) (Figura 8).

De acuerdo a su origen y localizacion, las células del érgano dentario se han
clasificado en células madre del ligamento periodontal (Silvério y cols., 2010),
células madre de la papila apical (Morsczeck y cols., 2005), células madre del
foliculo dental (IDPSCs, immature dental pulp stem cells) (Morsczeck y cols., 2005),
células madre de la pulpa de dientes temporales (DTSC, Deciduous Teeth Stem
Cell) (Kerkis & Caplan, 2012) o células madre de la pulpa de dientes temporales
exfoliados (SHED, Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth) (Miura y
cols., 2003) y células madre de la pulpa de dientes definitivos (DPSC, Dental Pulp
Stem Cells) (Gronthos y cols., 2000).
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Figura 8. Fuentes de células madre en el dominio odontolégico. (Imagen adaptada de Sharpe,
2016)

3.4.2.1 Células madre de la pulpa dental

Las células madre mas estudiadas del 6rgano dentario son las de la pulpa
dental. La pulpa es un tejido conectivo mesenquimatico rico en vasos sanguineos y
nervios con una organizacion celular y matricial bien particular. Tiene un papel
central en el desarrollo dental primario y secundario y en su mantenimiento continuo,
por ejemplo, en reaccion defensiva frente a caries (Luo y cols., 2018). Como tejido
mesenquimatico posee una alta concentracidon de células mesenquimaticas
multipotentes con caracteristicas “stem”, conocidas como células madre de la pulpa
dentaria humana o human dental Pulp stem cells (hDPSCs). Estas se presentan
como una potencial fuente autologa de células madre derivadas de la cresta neural.
Las poblaciones progenitoras odontogénicas de la pulpa dental adulta humana
fueron por primera vez aisladas el afio 2000 por Gronthos y cols. (Gronthos y cols.,
2000) siendo uno de los mayores avances de la investigacion odontologica.

Dentro de sus ventajas se encuentra su facil acceso en comparacion a las
células de la médula ésea, ser de facil manipulacion, facilidad de crioconservaciéon

sin perder su potencialidad y la capacidad de ser cultivadas en ausencia de suero
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(Caplan y Correa, 2011). Su capacidad de autorrenovacion in vivo fue demostrada
por Gronthos y cols., el afio 2002 al aislar y cultivar hDPSCs y trasplantarlas en
ratones inmunocomprometidos (Gronthos y cols., 2002).

Algunas caracteristicas de estas células, es que se localizan de manera
perivascular en el 6rgano pulpar y expresan muchos de los marcadores de células
madre mesenquimales como CD105, CD146, CD44 y Stro-1 (Huang y cols., 2009),
por lo que son consideradas como tales. Las células mesenquimales provenientes
de tejido pulpar se caracterizan ademas, por poseer morfologia tipo fibroblasto y
tener capacidad de diferenciacion in vitro en multiples linajes tales como tejido
neuronal (Arthur y cols., 2008), endotelial (d’Aquino y cols., 2007), condorcitario
(lohara y cols., 2006), adipocitario y odonto/ osteogénico (Gronthos y cols., 2000).

In vivo, las DPSC pueden diferenciarse en células secretoras de dentina
(Células tipo odontoblasto) con una estructura muy similar al tejido fisiolégico
(Cordeiro y cols., 2008). En modelos murinos, los estudios muestran que las DPSC
mejoran la recuperaciéon de un infarto agudo al miocardio, cuando ellas son
inyectadas en la periferia del tejido afectado (Gandia y cols., 2008) o mejoran la
regeneracién de una lesion cerebral isquémica, cuando son inyectadas en el
hemisferio afectado (Sugiyama y cols., 2011; Yamagata y cols., 2013). Un efecto
similar es observado cuando las DPSC son inyectadas en la periferia de una lesion
de médula espinal y el animal recupera sus funciones motoras (Sakai y cols., 2012).

En cuanto a tejidos duros, algunos autores han demostrado que pueden
contribuir a la formacion de hueso cuando son implantadas en una lesion craniana
de ratdén (Seo y cols., 2008). En algunos ensayos clinicos, la implantacién de DPSC
en defectos mandibulares, ha favorecido una mejor y rapida reparacion, en
comparacion a defectos sin células (d’Aquino y cols., 2009; Giuliani y cols., 2013).
Sin embargo, poca o nula ha sido la caracterizacion del proceso reparativo generado
por estas células pulpares en estos defectos craneales, la presencia de diferentes
tejidos en el sitio reparativo y su expresion espacio-temporal.

Algunos resultados del proceso reparativo en modelo de defecto critico de
calota de ratén, implantado con hDPSCs, instaurado en nuestro grupo de
investigacion ha mostrado la presencia de un tejido tipo cartilago en diferentes
periodos de observacion. Es debido a esto que la propuesta de este trabajo de

investigacion es caracterizar este tipo de tejido cartilaginoso e identificar el linaje de
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especie del tejido cartilaginoso presente en el defecto critico de calota de raton,
comprendiendo de esta forma su origen, patron de crecimiento y desarrollo.
Antes de continuar con la metodologia se explicaran las caracteristicas del

modelo animal utilizado.

3.5 MODELO ANIMAL DE DEFECTO CRITICO

Como se mencion6 previamente, para el estudio de regeneracion 6sea ha
sido ampliamente utilizado el modelo de defecto de tamafio critico 6seo en animales,
el cual no repara espontdneamente durante la vida del animal, a no ser que algun
material con propiedades osteogénicas, osteoconductivas u osteoinductivas sea
situado en él (Bosch y cols., 1998).

En un defecto minimo el hueso comienza a extenderse y a formarse desde
los bordes de la lesion hacia el centro, hasta cerrar el orificio; este hueso ira
madurando lentamente sufriendo un modelaje hasta constituir un hueso laminillar
maduro el cual puede continuar los procesos de remodelado fisiolégico. En un
defecto critico en cambio, la formacién 6sea sélo ocurre en la periferia, pero no se
cierra nunca completamente (Fernandez y cols., 2006).

Los tipos de analisis que se pueden realizar en este modelo son sumamente
amplios destacandose aquellos principalmente asociados con la evaluacion de la
neoformacion de tejido 6seo tanto imagenoldgicos e histologicos, y ademas
aguellos destinados a evaluar el origen en cuanto a especie del tejido formado
usando técnicas inmunohistoquimicas (Gao y cols., 2018), lo cual se aplica
directamente en nuestro caso al presentarse una implantacion de hDPSCs en un
modelo animal.

En este estudio se ha elegido el modelo de raton ya que son mas
econdémicos, faciles de albergar y provocan menor preocupacion social, que los
modelos animales de mayor tamafio como ovejas y perros. Especificamente, el
modelo de raton Mus musculus NOD/SCID (Severed Combined Inmuno Deficient),
ya que permite injertar células y tejido humano sin que se produzca rechazo por
parte del hospedero (The Jackson Laboratory, 2020), y en particular el modelo de
defecto critico de calota, debido a presentar su origen embrionario del mismo

territorio maxilo facial.
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La utilizacion de ratones cepa NOD/SCID responde a una cepa bien conocida
y caracterizada en el dominio de las células madre. Estos ratones se caracterizan
por una deficiencia inmune inducida genéticamente, homocigotos para la mutacion
del gen Prkdc-scid (comunmente conocido como SCID), convirtiéndose en modelos
ideales para investigacion de transferencia celular e ingenieria tisular; por otra parte,
estudios recientes han descrito que al ser deficientes de células B y células T no
desarrollan diabetes autoinmune, por lo que son claves en la investigacion del
desarrollo de esta patologia (The Jackson Laboratory, 2020). Ademas, los
mecanismos moleculares y celulares son, en un porcentaje importante, compartidos
y equivalentes entre humanos y ratones en el territorio maxilofacial. Por otra parte,
esta cepa permite la implantacidon de células humanas sin generar rechazo al
implante debido a la modificacion en el sistema inmunitario eliminando el rechazo
de células humanas (Courtot y cols., 2014). Por lo tanto, seria posible evaluar el rol

gue las células progenitoras humanas adoptan en los procesos de regeneracion.
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4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 HIPOTESIS

El proceso de reparacion tisular de un defecto critico de calota de ratdn
inducido por DPSC humanas (hDPSCs) forma un tejido cartilaginoso de linaje

humano, a los 30 y 90 dias post implantacion.

4.2 OBJETIVO GENERAL

Constatar la presencia de tejido cartilaginoso en un defecto critico de calota
de raton a 30 y 90 dias después de implantacién de hDPSCs y verificar su potencial

origen humano.

4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Describir la presencia y ubicacion de tejido cartilaginoso al interior del
defecto critico de calota de raton a los 30 y 90 dias de implantado el

constructo con hDPSCs, mediante analisis histologico.

2. Caracterizar el estado de madurez histomorfolégica del cartilago hallado
en el area del defecto critico a los 30 y 90 dias de implantado el

constructo.

3. Determinar mediante inmunohistoquimica el origen de la especie de las

células que generaron el cartilago observable en los cortes histoldgicos.
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5 METODOLOGIA.

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental en ratones de laboratorio enmarcado en el Proyecto
PAI N° 79160076, titulado “Células madre aisladas de pulpa dentaria para la
regeneracion en tejidos maxilofaciales”. El proyecto fue aprobado por el Comité
Institucional de Bioseguridad, Campus Norte (Anexo 1).

En este trabajo en particular se trata de un estudio histomorfologico
descriptivo del proceso reparativo y de los tejidos neoformados en defectos criticos

con implantacion de hDPSCs.

5.2 ANIMALES

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion, Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile (CICUA) (Anexo 2).

El grupo experimental estuvo compuesto por ratones NOD/SCID machos, de
8 a 10 semanas de edad, de peso minimo 22 gramos. Estas caracteristicas han sido
clasicamente establecidas por varios equipos de investigacion (Collignon y cols.,
2019 ; Maraldi y cols., 2013) a manera de estandarizar las muestras, existiendo un
potencial adecuado de reparacion tisular y disminuyendo el efecto de variables
externas que interfieran en los procesos de reparacion, principalmente a nivel
hormonal (Issa y cols., 2007)

Se efectuaron dos defectos criticos en la calota de cada animal a nivel de
ambos huesos parietales (tal como se detallard mas adelante). Cada defecto
constituyé una unidad de estudio. En el grupo de defectos experimentales, se
implanté un constructo tridimensional cargado con hDPSCs. En el grupo control
(control negativo), no se implanté nada en concordancia con lo implementado
previamente en estudios realizados en el laboratorio de Histomorfologia del
Departamento de Patologia y Medicina Oral (Fernandez, 2019).

Se operaron 10 animales: 8 ratones con 2 defectos criticos tratados con
hDPSCs (16 defectos tratados con hDPSCs en total); y 2 ratones con 2 defectos

criticos, con sélo un defecto tratado con hDPSCs y el otro sin constructo.
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5 ratones (4 con ambos defectos tratados con hDPSCs y 1 con un defecto
tratado y un defecto control) fueron eutanasiados a los 30 dias después de
implantados (9 defectos con hDPSCsy 1 defecto control) y 5 ratones con las mismas
caracteristicas, 90 dias después de implantados (9 defectos con hDPSCs y 1
defecto control) (Figura 9).

Para los andlisis histomorfologicos e inmunohistoquimicos (objetivos de este
estudio), se analizo 8 defectos tratados con hDPSCs y 1 defecto control por tiempo
de evaluacién, 30 y 90 dias, respectivamente. Los otros defectos seran evaluados

en microscopia electrénica (objetivos de otro estudio).
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Figura 9. Esquema de defectos criticos en calota de ratén. A) 8 animales con 2 defectos criticos
tratados con hDPSCs, en transparencia aquellos defectos que no fueron utilizados para este estudio.
B) 2 animales con 2 defectos criticos en donde solo uno esta tratado con hDPSCs. En azul, defectos

criticos tratados con hDPSCs. En blanco, defectos criticos sin tratar con hDPSCs.

5.3 OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS PULPARES HUMANAS (hDPSCs)

5.3.1 Obtencion de la pulpa dentaria de dientes humanos

Todos los procedimientos y protocolos fueron aprobados por el Comité Etico
Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (CEC-FOUCHh)
(ver Anexo 3).

La pulpa dentaria se obtuvo de terceros molares de humanos sistémicamente
sanos con edades entre 18 y 25 afios, con indicacién de exodoncia por ortodoncia
o en forma profilactica, sin caries. Los donantes fueron contactados desde las listas
de pacientes agendados para exodoncia en la Clinica de Cirugia de la Clinica
Odontoldgica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, con
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autorizacion previa del cirujano maxilofacial tratante. Las muestras dentales se
solicitaron a los donantes mediante un proceso de consentimiento informado (ver
Anexo 4). Se incluyeron solo 2 pacientes en el estudio, extrayendo 2 terceros
molares en cada uno de ellos y logrando un total de 4 dientes.

Los dientes recién extraidos fueron lavados y transportados, en un tubo cénico
para centrifuga de 50mL (Falcon™) cargado con 5mL de solucion RPMI 1640 + L-
glutamina (Biological Industries™) en frio (4°C), al laboratorio de Histomorfologia del
Departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de Odontologia,
Universidad de Chile (FOUCh) para su posterior procesamiento.

5.3.2 Extraccion de la pulpa dentaria, obtencion de células y preparacion de
constructos.

5.3.2.1 Obtencion de cultivo primario

La obtencion del cultivo primario se hizo segun lo implementado previamente
en estudios realizados en el laboratorio de Histomorfologia del Departamento de
Patologia y Medicina Oral, descrita en detalle en otra tesis de pregrado en curso
(Fuentes E, 2021). Brevemente, las hDPSCs se obtuvieron por un mecanismo
mecanico-enzimatico. El diente se redujo obteniendo la pulpa cameral la cual fue
disociada mecanicamente (mediante fraccionamiento con hoja de bisturi n°15) y
luego por digestién enzimatica (5mL de medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), Gibco + 5uL de colagenasa (3mg/mL) + 34uL dispasa (2U/mL) y
agitacion constante durante 45 minutos a 37°C. Se detuvo la reaccion utilizando
medio stop (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Gibco + Heat Inactivated
Fetal Bovine Serum (HI FBS) 20%, Gibco), se centrifugd a 1000rpm durante 10 min
a 25°C para recuperar las células, se retir6 el sobrenadante y cuidadosamente se
depositd el tejido pulpar en placas de 6 pocillos (Falcon®) tratadas previamente
(Gelatina al 0,1% PBS a 37°C por 10 minutos), para finalmente cultivar en 2
dimensiones en 600 yL de medio inicial de cultivo (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM (1X) + GlutaMAX™  Gibco + Heat Inactivated Fetal Bovine Serum
(HI FBS) 20%, Gibco + 1X de amoxicilina/estreptomicina/anfotericina-b + 1ng/ml de
FGF-2) y serincubado a 37°C en un ambiente con 5% de CO2. Por cada uno de los

4 dientes extraidos se crearon 4 cultivos independientes.
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5.3.2.2 Obtencién de cultivo secundario

Aproximadamente 2-4 semanas posterior a la obtencion del cultivo primario,
se observd abundantes hDPSCs adheridas en la extension del pocillo llegando a
una confluencia del 80%. Se tripsinizé con 300ul de tripsina (TrypLETM Express 1,
[-] phenol red (ref. 12504-021, Gibco) a 37°C durante 1 min. Posteriormente se
aspiré la tripsina y las células fueron resuspendidas en 1mL de medio de cultivo
secundario [DMEM (1x) + GlutaMAX™, suplementado con 10% de suero fetal
bovino (HI FBS, Gibco); 1X de amoxicilina/estreptomicina/anfotericina-b; 1ng/ml de
FGF-2. Luego, se distribuyeron las células en suspension en placas de 6 pocillos
tratadas previamente con gelatina al 0.1%. Con medio de cultivo secundario se
completd hasta 800ul por pocillo. Se llevé a incubadora a 37°C en ambiente con 5%
de CO2, continuandose el cultivo hasta llegar a un 80% de confluencia. La poblacion

celular solamente llegd hasta el tercer pasaje (P=3) antes de su implantacion.

5.3.2.3 Preparacion de constructos

Para la elaboracion de los constructos, se debié preparar matrices de acido
polilactico (PDLLA) de 3.5 mm de diametro. Luego se embebidé en abundante OH-
[70%] por aprox. 5 min. Con perforadora punch se presioné para obtener una matriz
de 3.5 mm de diametro y depositarla en placa individual con medio DMEM (1x) +
GlutaMAX™ (Gibco).

Luego de obtener las matrices, se tripsinizd y resuspendieron células en tubo
eppendorf con 1ml de medio de cultivo secundario. Se tomo 20 pl y realiz6 recuento
estimativo de células utilizando cAmara de Neubauer. Las células se centrifugaron
a 1000rpm durante 10 min. A continuacion, se retir6 el sobrenadante y se
resuspendio el pellet celular en medio de cultivo secundario nuevo a razéon de
150.000 células/10 ul de medio. Luego se carg6 cada matriz con aproximadamente
150.000 células por constructo. Se llevo a la incubadora a 37°C y atmosfera con 5%
de CO2 durante 45 min, para luego agregar 1ml de medio de cultivo secundario
dejando incubar por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas, se procedio a lavar los constructos con 1ml de
PBS 1x y se agregd 1 ml de medio de induccion osteogénica [DMEM (1x) +
GlutaMAX™  suplementado con 10% de suero fetal bovino (HI FBS, Gibco); 1% de

amoxicilina/estreptomicina/anfotericina-b; 20ul/ml de acido ascérbico; 10ul/ml de
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dexametasona; 10ul/ml B-glicerol-fosfato 100ul/10ml] y se incubd por 48 hrs. a 37°C
en ambiente con 5% de CO2 para su posterior utilizacion.

Es importante recalcar que no se evaluo la influencia por si sola del material
de andamiaje, ya que sus propiedades han sido descritas previamente y es un
material utilizado clasicamente en la préctica clinica, teniendo en cuenta ademas
gue el enfoque de este trabajo de investigacion es caracterizar la presencia de tejido

cartilaginoso en un contexto de regeneracion utilizando hDPSCs (Zou y cols., 2019)

5.4 IMPLANTACION DE hDPSCs EN MODELO DE DEFECTO CRITICO DE
CALOTA DE RATON

5.4.1 Cirugia de defectos 6seos en calota de ratones adultos

Las cirugias fueron efectuadas por la Dra. Soledad Acufia Mendoza en las
dependencias del bioterio central de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile, segun lo implementado previamente en estudios realizados en el laboratorio
de Histomorfologia del Departamento de Patologia y Medicina Oral (Fernandez,
2019). Se utilizaron ratones Mus Musculus NOD/SCID (Non-Obese Diabetic/Severe
Combined Inmunodefiency). Brevemente, los animales fueron anestesiados con
inyeccién subcutanea de Ketamina/Xilacina 80mg/kg y 5 mg/kg respectivamente,
luego se depild y desinfecto la zona de la incision, para posteriormente descubrir la
calota del animal y realizar dos defectos criticos. Estos defectos tienen una medida
de 3.5 mm, tal como se ha descrito previamente (Seo y cols., 2008) refrigerando en
todo momento con suero fisiolégico. Los constructos cargados con hDPSCs fueron
implantadas en el defecto critico, luego se aproximaron los bordes de las heridas y
se suturo con vicryl (5-0) reabsorbible con punto simple.

Los materiales de andamiaje fueron cargados de forma individual con cultivos

celulares independientes (constructo) e implantados al azar en los ratones.
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5.4.2 Cuidados post operatorios

Inmediatamente después de la intervencion, se aplicO una inyeccion
subcutanea del analgésico Buprenorfina (0.1 mg/kg). Durante los tres primeros dias
post operatorios los animales recibieron paracetamol liquido (200 mg/kg) via oral y

control diario.

5.5 OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS A 30 Y 90 DIAS PARA
ANALISIS HISTOMORFOLOGICOS E INMUNOHISTOQUIMICOS

5.5.1 Obtencidén de muestras y técnica histologica

Los animales operados fueron eutanasiados mediante dislocacion cervical
bajo anestesia a los 30 dias y 90 dias. Estos tiempos quirdrgicos han sido utilizados
clasicamente para evaluar reparacion 6sea, existiendo al mes la primera evidencia
histoldgica de reparacion 6sea y a los 3 meses cierre del defecto critico (Collignon
y cols., 2018).

Los craneos fueron disecados, liberados de sus tejidos blandos y fijados por
inmersion en Formalina al 10% tamponada en PBS (pH 7,4), por 48 horas a 4°C en
las dependencias del laboratorio de Histomorfologia del Departamento de Patologia
y Medicina Oral, FOUCh. Las muestras fueron posteriormente desmineralizadas en
una solucién acuosa de EDTA al 10%, pH 7,4 usando microondas (Arana-Chavez y
Nanci, 2001) e incluidas en parafina segun protocolo del laboratorio de
Histomorfologia FOUCh (Anexo 5).

Con un micr6tomo marca Reichert-Jung Mod 1130® se realizaron cortes

histologicos seriados de 4 um en el sentido sagital del craneo de manera de obtener

los dos defectos por corte.

5.5.2 Técnica histoquimica e inmunohistoquimica

Los cortes fueron colocados en un bafio de flotacién marca LipShaw® 38°C
y fueron recogidos ya sea en portaobjetos convencionales para ser tefiidos con
Hematoxilina & Eosina (H&E), Azul alcian, el cual cuenta con una gran afinidad por
los Glicosaminoglicanos abundantes en la matriz extracelular cartilaginosa y

Safranina O (Anexo 6).
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Otros cortes fueron recogidos en portaobjetos con carga positiva marca
NewPath® para ser usados con la técnica de inmunohistoquimica (Anexo 7) para
un marcador de cartilago como es el Coladgeno tipo Il COL2A1 humano (NBP1-
26546, Novous Biologicals) dilucion 1/250 ul en Backround Blocker (Bio SB), para
un marcador células mesenquimales, la vimentina humana (AF2105, R&D Systems)
dilucién 1/40 ul en Backround Blocker (Bio SB) y para un marcador de células en la
via de diferenciacion osteogénica, la Osteocalcina BGLAP humano (R&D Systems)
dilucién 1/100 ul en Backround Blocker (Bio SB).

El control positivo recomendado para tejido cartilaginoso: Cortes de
Hiperplasia condilar. El control positivo recomendado para anticuerpo de
osteocalcina humana: Cortes de osteosarcoma.

Las vimentinas son filamentos intermedios de clase Il que se encuentran en
varias células no epiteliales, especialmente en las células mesenquimales
(Danielsson y cols., 2018; Musaelyan y cols., 2018). La vimentina esta adherida al
nucleo, al reticulo endoplasmico y a las mitocondrias, ya sea lateral o terminalmente.
Se encuentran regularmente en fibroblastos, células névicas, células de Schwann,
células musculares e histiocitos. En la base de datos Human Protein Atlas, se
encontré6 que la proteina vimentina se expresaba en tejidos que incluian piel,
pulmén, rifidn, médula 6ésea y ganglio linfatico, https://www.proteinatlas.org/Células
2EON18S, G7,0x00FO00R0P26EOE2R5R-VEVIMIE/Wtissue (Uhlén y cols., 2015) y
se le ha considerado un buen marcador de células tumorales mesenquimales
(Cavanzo, 1985). En este caso por ser un anticuerpo especifico para humano fue
utilizado como doble positivo, para verificar el posible origen humano del tejido
cartilaginoso.

El colageno Il es especifico del cartilago hialino y se encuentra en gran
abundancia en este tejido permitiéndole formar agregados de proteoglicanos
proporcionandole las caracteristicas tipicas de este tejido. Debido a esto, el
colageno Il es ampliamente reconocido como un marcador especifico de tejido
cartilaginoso y de su desarrollo (Suzuki y cols., 2006), ademas la medicién de la
sintesis por parte de los condrocitos constituye un importante biomarcador de

algunos procesos patologicos como osteoartritis (Garvican y cols., 2010).
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La osteocalcina (Ocn) es una proteina ésea, rica en acido y-carboxiglutamico,
descrita como la proteina no colagena mas abundante en la matriz extracelular del
tejido 6seo y como un factor expresado y secretado por los osteoblastos (Hauschka
y cols., 1989) y también se ha descrito que en condrocitos en proceso de
transdiferenciacion expresan esta proteina (Roach, 1992) . La Ocn se acumula en
las lineas de inversion de la matriz completamente mineralizada (Derkx y cols.,
1998) por lo que se la considera un excelente marcador de tejido 6seo maduro y del
recambio 0seo particularmente en trastornos hormonales en adultos (Szulc, 2020).
Los osteoblastos secretan esta proteina a la matriz durante la formacion 6sea y su
presencia en la circulacibn sanguinea esta correlacionada con el proceso de

formacion 6sea (Staines y cols., 2012).

5.5.3 Anélisis Histomorfométrico

El tejido cartilaginoso fue identificado sobre microfotografias digitales a 10x,
de los cortes tefiidos con H&E y azul alcian, obtenidas usando una camara digital
Canon EOS Rebel-T3, montada para microscopio Optico Zeiss Axio Lab Al, con
software EOS Utility para transferencia de imagenes.

El procesamiento de las imagenes se realiz6 mediante el programa de
dominio publico, multiplataforma ImageJ (web: http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html)
para Windows y MacOS.

Se analiz6 la superficie del defecto utilizando 6 cortes seriados separados de
al menos 50 um por raton, los cuales fueron elegidos al azar tanto para los 30 como
para los 90 dias y en donde cada imagen tuvo un cédigo especifico.

Se establecié la ubicacién de los nucleos de cartilago en el area del defecto
y se evalué el estado de desarrollo de los islotes (Roach y cols., 1995).

Se realiz6 una calibracion de las imagenes en el programa ImageJ usando
imagenes de tamafio conocido a 2,5x y 10x. En una microfotografia a 2,5x se midié
el area total del defecto en um? como se muestra en la Figura 5, A. Posteriormente
en microfotografias a 10x se midieron las areas de cada foco de cartilago en pm?
como se muestra en la Figura 5, B.

Un mismo observador calibrado realiz6 las mediciones en dos ocasiones con
3 semanas de intervalo. La concordancia intraobservador fue testeada mediante el

Coeficiente de Correlacion Intraclase (ICC=0,9).
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Figura 10. Cuantificacién y medicion de area de cartilago usando Image J. Esquema a modo
de ejemplo para determinar la medicién del area del defecto y las areas de focos cartilaginosos A)

tincion Hematoxilina Eosina. B) tincion Azul Alcian

5.6 ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos fueron tabulados en Microsoft Excel y los andlisis estadisticos se
realizaron en el programa STATA 12.0.

Para el andlisis de los datos, las variables expresadas en frecuencias y
porcentajes se analizaron estadisticamente mediante test de diferencia de
proporciones. Para el andlisis de las variables continuas (areas de cartilago,
proporcion de areas de cartilago etc.), se determind su distribucion de los datos
mediante el test de Shapiro-Wilk (p>0.05) y se comparé mediante test de Mann-
Whitney a los 30 y 90 dias.
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6 RESULTADOS

6.1 PRESENCIA'Y UBICACION DE TEJIDO CARTILAGINOSO EN DEFECTOS
CRITICOS DE CALOTA DE RATON IMPLANTADO CON hDPSCs.

6.1.1 Caracteristicas generales

Todos los ratones utilizados para este trabajo sanaron sin evidencia de
infeccion u otras complicaciones, ademas fueron recuperados sin inconvenientes y
en los tiempos determinados segun lo descrito previamente para su analisis
histomorfoldgico.

En el grupo control sin material de andamiaje ni hDPSCs (Fernandez,
2019), a los 30 dias se observo claramente la presencia de un amplio defecto en la
calota (Figura 11, A). A mayor aumento en los cabos del defecto se distinguio el
hueso laminillar nativo con osteonas, limitado por la linea de corte de la trefina
(Figura 11, B y C: cuadrado de linea blanca punteada). Producto del proceso
reparativo del ratdn se observd apenas un tejido 6seo neoformado con aspecto no
laminillar (Figura 11, By C: linea punteada amarilla), con algunos vasos de pequefio
calibre. Entre los extremos de hueso inmaduro neoformado nativo se observo una
extension de un tejido fibroso, sin signos de organizacion osteoide y ningun tipo de
formacion de tejido cartilaginoso al interior 0 en los bordes del defecto (Figura 11, B
y C: estrella negra). A los 90 dias no se observaron grandes cambios, con la
persistencia del tejido fibroso entre los cabos del defecto, pero hubo reduccion del
ndamero de vasos observados en las cercanias del hueso nativo organizados en
algunos sistemas de Havers (Figura 12, A, By D). Al igual que a los 30 dias, no se

observd ningan tipo de formacion cartilaginosa al interior o en los bordes del defecto.
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Control Negativo/30 dias

Figura 11. Defecto critico sin constructo a 30 dias de la cirugia. Control negativo, H&E.
Aumento 100X. A) Observacion panoramica del defecto critico, en los extremos se muestran,
delimitados por una linea punteada amarilla, los cabos del defecto con tejido 6seo nativo y entre
ambos interpuesto un tejido fibroso. B) Extremo izquierdo del defecto. El tejido 6seo nativo
(delimitado por un cuadrado blanco punteado), hueso neoformado (flecha negra) con algunos
nucleos de mineralizacion (circulo azul), algunos vasos sanguineos dispersos (asteriscos negros)

y tejido fibroso (estrella negra). C) Cabo derecho del defecto presenta caracteristicas similares al
extremo izquierdo.

Control Negativo/90 dias
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Figura 12. Defecto critico sin constructo a 90 dias de la cirugia. Control negativo, H&E.
Aumento 100X. A) Observacion panoramica del defecto critico, en los extremos se muestran,
delimitados por una linea punteada amarilla, los cabos del defecto con tejido 6seo nativo y entre
ambos interpuesto aun un tejido fibroso. B) Extremo izquierdo del defecto. Se observa el tejido
0seo nativo (delimitado por un cuadrado blanco punteado), hueso neoformado (flecha negra) con
algunos nuicleos de mineralizacion (circulo azul), se observan menos vasos sanguineos que a los
30 dias, ordenados en sistemas de Havers (asteriscos negros) y tejido fibroso (estrella negra). C)
Zona central del defecto con tejido nervioso encefdlico (estrella blanca) y tejido fibroso que lo
recubre (estrella negra). D) Cabo derecho del defecto presenta caracteristicas similares al extremo
izquierdo, aunque con menor cantidad de tejido 6seo neoformado.



44

En el grupo experimental, todos los defectos cargados con material de
andamiaje y hDPSCs mostraron la presencia de un tejido de apariencia trabecular
que cerraba el defecto, en algunos de los cuales se observo tejido cartilaginoso,
tanto a los 30 como a los 90 dias (Figuras 14 y 15).

Los resultados generales sobre la deteccion de cartilago en el tejido que
cerraba el defecto se muestran en la Figura 13 y en la tabla de Anexo 8.

De 16 defectos experimentales cortados y analizados en 10 ratones, 10
defectos mostraron tejido cartilaginoso (62,5%) correspondiente a al menos 1
defecto en cada ratdn experimental. Solo 1 ratén a los 90 dias después del injerto
no presento cartilago en el tejido que cerraba el defecto, pero mostré un tejido 6seo

trabecular (Figura no mostrada).

— ( / 54874 ‘ / 1082297 (L / 1082299 R2M1 (u / 1q§2292
@

: . ‘ ‘ ‘ . ’ @ @

@

L _J \:,,J';
== { / 97929 ‘ / 721089 ( / 3037‘662 R23M (\, / am2T
00 00 e o o ‘
o

&

_— «l' _J \&_,I

Figura 13. Esquema representativo de la presencia de cartilago en defectos criticos.
Asterisco rojo: presencia de tejido cartilaginoso dentro del defecto. En azul: defectos criticos
cargados con hDPSCs. En blanco: defectos criticos sin tratar.

A los 30 dias se observo el hueso laminillar nativo limitado por la linea de
corte de la trefina, similar a lo descrito en los defectos controles (Figura 14, By D:
cuadrado de linea blanca punteada); el cual se continuaba con un tejido 6seo
neoformado nativo mixto, laminillar y no laminillar (Figura 14, B y D: flecha negra).
Hacia el centro, los defectos se mostraban cerrados mediante un tejido de diversas
caracteristicas histologicas. Al centro del defecto se observaron trabéculas con un
tejido de morfologia principalmente cartilaginosa (Figura 14, C: linea punteada
negra; Figura 16, A), el cual se verificd6 mediante su afinidad histoquimica en los
cortes tefiidos con azul alcian y o-safranina (Figura 17, B y C), mostrando nucleos
cartilaginosos de diferentes tamafos, algunos en continuidad con trabéculas de

tejido de aspecto mas fibroso (similar a una matriz provisional) con varios vasos
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sanguineos incluidos en su matriz (Figura 14, C: asteriscos negros; Figura 16, B).
En algunos sectores mas periféricos también se observaron trabéculas de aspecto
osteoide, con osteocitos en sus lagunas, rodeadas por un tejido fibroso (matriz

provisional) (Figura 14, B y D: estrellas negras; Figura 16, C y D).

A los 90 dias todos los defectos cargados con material de andamiaje y
células madre, mostraron la presencia de un tejido con trabéculas de apariencia
mixta que cerraban el defecto (Figura 15, A), con tejido fibroso (Figura 16, E),
cartilaginoso (Figura 16, F) y 6seo (no laminillar y laminillar) (Figura 16, G y H).
Hacia el centro del defecto las trabéculas se mostraron mas anchas que a 30 dias
y constituidas de un tejido principalmente 6seo laminillar y no laminillar (Figura 15,
C; Figura 16, G y H). En algunas zonas las trabéculas de tipo osteoide mostraban
un material bizarro de formas irregulares que eventualmente podria corresponder a
restos del material de andamiaje que acomparia a las células implantadas (Figura
15, C: punta flecha negra, MA). Hacia la periferia las trabéculas se presentaron mas
finas y de un tejido de apariencia fibrosa (Figura 15, B: punta de flecha azules;
Figura 16, E), pero se distinguieron mas nucleos cartilaginosos en la periferia del

defecto respecto a lo observado a los 30 dias (Figura 15, B: linea negra punteada).
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Experimental/30 dias

Figura 14. Experimental con hDPSCs a 30 dias de la cirugia del defecto, H&E.

A) Observacion panoramica del defecto critico 25x. A los costados se aprecia el tejido 6seo nativo
delimitado por una linea punteada amarilla, entre ambos cabos se observa un tejido de apariencia
fibrosa y 6sea. B) Extremo izquierdo del defecto 100x. El tejido 6seo nativo (delimitado por un
cuadrado blanco punteado), hueso neoformado (flecha negra), trabeculas de hueso no laminillar
(estrellas negras), células gigantes multinucleadas (circulo verde) y vasos sanguineos (VS). C) En
el centro del defecto 100x, multiples focos de tejido cartilaginoso (delimitados por linea punteada
negra) y continuados por un tejido fibroso con presencia de vasos sanguineos (asteriscos negros).
D) Cabo derecho del defecto 100x, similar al extremo izquierdo.

Experimental/90 dias
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Figura 15. Experimental con hDPSCs a 90 dias de la cirugia del defecto, H&E.

A) Observacion panoramica del defecto critico 25x. Hueso nativo (linea punteada amarilla),
observe el tejido 6seo no laminillar cerrando el defecto. B) Sector izquierdo del defecto 100x,
trabéculas con focos cartilaginosos (linea punteada negra), hacia la periferia trabéculas mas finas
con tejido fibroso (punta de flecha azules). C) Hacia el centro, trabéculas anchas de hueso no
laminillar (linea verde punteada), algunas encerrando un material bizarro irregular (punta flecha
negra). D) Sector derecho del defecto, multiples focos de tejido cartilaginoso (linea punteada
negra) y un resto de material de andamiaje (punta flecha negra, M.A.).
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Cortes Histoldégicos H&E 30 Dias

Cortes Histoldégicos H&E 90 Dias

Figura 16. Tejido formado al interior de los defectos a 30 y 90 dias de la cirugia del defecto,
H&E. Aumento 400X. Barras 100um. Luego de la implantacion de hDPSCs se observé A-B)
Tejido cartilaginoso (TC) y tejido fibroso (TF) tipo matriz provisional con vasos sanguineos (VS)
en su interior. C) trabécula de tejido 6seo no laminillar (TO.NL) con osteocitos en su interior (punta
de flecha negra). D) Tejido fibroso (TF) tipo matriz provisional. E) Trabéculas de tejido fibroso (TF).
F) Trabécula de tejido cartilaginoso (TC). G-H) Trabéculas de tejido 6seo laminillar (TO.L) y no
laminillar (TO.NL)
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6.1.2 Frecuenciay ubicacion de cartilago en defectos a los 30y 90 dias

Se determind la frecuencia y ubicacion de focos cartilaginosos observados
en los defectos a los 30 y 90 dias. La distribucion se muestra en el gréfico 1.

Alos 30 dias el numero de focos de cartilago localizados al centro del defecto
fue significativamente mayor que aquellos observados en la periferia del defecto
(test de diferencia de proporciones p=0.0000).

En cortes observados a los 90 dias de reparacién, el numero de focos de
cartilago al centro del defecto fue menor, produciéndose un aumento significativo
del numero de focos de cartilago en la periferia del defecto (test de diferencia de
proporciones p=0.0037).

El nimero de focos de cartilago observados a 30 dias fue significativamente
menor que los observados a los 90 dias (test de diferencia de proporciones
p=0.0000)

Gréfico N°1
Frecuencia y ubicacién de focos de cartilago en el defecto a 30 y 90 dias
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Se realiz6 también la medicién en um? del area de cada foco de tejido
cartilaginoso y se establecié una proporcion respecto al &rea total del defecto
observado. Se calcularon las medias de las areas y de las proporciones, de manera
general y segun su localizacion en el defecto tanto a los 30 como a los 90 dias. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1 y Gréfico 2.

A los 30 dias la media de las proporciones de las areas de focos
cartilaginosos fue mayor al centro del defecto en comparacion con lo observado en
la periferia del defecto y esta diferencia fue estadisticamente significativa (Test de
Mann-Whitney p=0.049).

A los 90 dias la media de las proporciones de las areas de focos
cartilaginosos fue mayor al centro del defecto en comparacion con lo observado en
la periferia, sin embargo, esta diferencia de proporcion de areas no fue significativa
(Test de Mann-Whitney p=0.1685).

La proporcion del area total de los focos de cartilago observados al interior
del defecto a 30 dias (0,021) fue bastante menor a la observada a los 90 dias (0,047)
(ver Gréfico 2), sin embargo, la media de las proporciones de las areas de focos
cartilaginosos totales observadas entre los 30 dias (0,0058 + 0,0046) y los 90 dias
(0,0056 + 0,0056) no mostrd diferencias significativas (Test de Mann-Whitney
p=0.4351).

La media de las proporciones de las areas de focos cartilaginosos
observados al centro del defecto a los 30 dias (0,0062 + 0,0046) se mostré6 muy
similar a lo observado a los 90 dias (0,0065 + 0,0061) (No significativo: Test de
Mann-Whitney p=0.7398). La media de las proporciones de las &reas de focos
cartilaginosos observados en la periferia del defecto fue mayor a los 90 dias (0,0049
+ 0,0053) respecto a lo observado a los 30 dias (0,0022 + 0,0011), pero esta
diferencia no fue significativa (Test de Mann-Whitney p=0.2641).
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Tabla 1.

Frecuencia de focos, medias y proporciones de areas de cartilago segin su localizacion en el area

total del defecto

36(°) 1864914176 | 0,0058:0,0046 32() 13912+14503 | 0,006220,0046(-") i) 8525:4152 | 0,0022%0,0011(~)
(100%) (Min. 3.327 (Min. 0,00088 (89%) (Min.3988 (Min. 0,0011 (11%) (Min.3327 (Min.0,00088
Max. 52.488) Max. 0,01878) Max.52488) Max. 0,0188) Max.13055) Max.0,00345)
70() 23347223625 | 0,005620,0056 290) 26252:25512 | 0,0065£0,0061 () 21292:22288 | 0,0049+0,0053
(100%) (Min. 2.381 (Min. 0,00037 (@1%) (Min. 3984 (Min.0,00061 (59%) (Min.2381 (Min.0,00037
Max. 113.007) | Max. 0,02652) Max.113007) Max.0,02652) Max.92565) Max.0,02173)

(*) Test de diferencia de proporciones significativo (p<0,05)
(**) Test de Mann-Whitney significativo (p<0,05)

Grafico N°2
Proporcién del area total de cartilago al interior de los defectos segun periodo de observacion
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En resumen, se observé una diferencia estadisticamente significativa en el
namero de focos cartilaginosos entre periodos, siendo mayor a los 90 dias. Ademas,
dentro de cada periodo hubo una diferencia estadisticamente significativa en cuanto
al numero de focos segun su localizacion al interior del defecto, viéndose a los 30
dias mayor cantidad de focos al centro y a los 90 dias mayor cantidad de focos en
la periferia. Por otro lado, solo a los 30 dias hubo una diferencia estadisticamente
significativa en cuando a la media de las proporciones de las areas de focos
cartilaginosos segun su localizacion en el defecto, siendo esta mayor al centro, lo
gue indica que en promedio estos focos del centro, de manera individual ocupan
una mayor area al interior del defecto en comparaciéon con los de la periferia.
Finalmente, la proporcion del area total de cartilago al interior de los defectos fue

mas del doble a los 90 dias (0,047) en comparacion a los 30 dias (0,021).
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6.2 CARACTERIZACION DEL ESTADO DE MADUREZ HISTOMORFOLOGICA
DEL CARTILAGO EN DEFECTO CRITICO A LOS 30 Y 90 DIAS DE
IMPLANTADO EL CONSTRUCTO.

Se determind mediante microscopia de luz el estado de desarrollo del
cartilago hallado dentro de los defectos a los 30 y 90 dias de acuerdo con las
caracteristicas histomorfoldgicas presentadas.

A los 30 dias el tejido cartilaginoso de las trabéculas centrales del defecto
mostré diversos estados de madurez observandose:

Cartilago hialino tipico, con condrocitos en reposo (CR) de tamafio
pequefio con un nacleo bien marcado, en sus lagunas bien definidas y rodeados de
una matriz mas intensamente tefiida con las tinciones de H&E, Azul Alcian y O-
safranina (Figura 17, A-C; 18, A).

Cartilago con grupos is6genos en division (Figura 17, D; 18, B), donde se
ven dos células al interior de una laguna intacta (flecha celeste).

Cartilago con condrocitos hipertréficos, células de gran tamafio con un
nacleo claramente identificable y generalmente centrado, con citoplasma claro y en
general Unicos en su laguna bastante mas amplia en comparacion con los
condrocitos en reposo o en division. Y en algunos sectores cartilago con una MEC
de apariencia calcificada con condrocitos hipertréficos sin nucleos, algunas
lagunas vacias y algunos vasos sanguineos. Algunas de estas trabéculas estaban
rodeadas de células multinucleadas tipo osteoclastos (Figura 17, E; 18, C y D).
Estas caracteristicas parecian corresponder a un proceso de osificacion
endocondral clasico.

Por otra parte, se observaron otras trabéculas constituidas de un tejido de
aspecto 6seo no laminillar con escasos vasos sanguineos, que reacciona menos a
las coloraciones caracteristicas de O-safranina y azul alcian, con células incluidas
gue presentaban formas diversas, algunas de aspecto osteocitario (flecha negra) y
otras células con aspecto condrocitario (flecha roja) donde aun la laguna esta
claramente identificable, un nicleo mas pequefio, basofilo y citoplasma reducido,
en comparacion a un condrocito hipertréfico “clasico” que se observa con un amplio
citoplasma e incluso sin nucleo cuando esta en via de apoptosis (Figura 17, Fy G;
18, Ey F).
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A los 90 dias también se observaron multiples trabéculas de tejido
cartilaginoso (Figura 19, A-C) en diferentes etapas de desarrollo, particularmente
ubicadas en la periferia del defecto: Cartilago en reposo (Figura 19, E; 20, A),
Cartilago en division (Figura 19, D; 20, B) y otras con cartilago con condrocitos
hipertroficos (Figura 19, A; 20, C), matriz calcificada e invasion vascular
(osificacion endocondral canonica).

Estas trabéculas de matriz calcificada tipo osteoide se veian en mayor
proporcion que a los 30 dias, observandose ademas un tejido de aspecto osteoide
con células mixtas osteocitarias y condrocitarias (Figura 19, G; 20, F) y vasos
sanguineos (Figura 19, F; 20, Ey F).

En cortes seriados con diferentes tinciones, se observé la transicion que
presentan algunas trabéculas en que, de cartilago en divisién en cortes periféricos,
pasan por cartilago hipertroéfico y en cortes mas profundos se observan ya las
trabéculas 6seas (Figura 21, A-C). Algunas trabéculas a la periferia mostraron su
MEC muy marcada por las tinciones de o safranina y azul alcian, otras con marcaje
de menor intensidad en la periferia (Figura 21, By C).

Al comparar el estado de desarrollo del cartilago entre los 30 y 90 dias, se
observd que a los 30 dias la mayoria de las trabéculas cartilaginosas se
encontraban en el centro del defecto en diferentes estados de desarrollo, desde
cartilago en reposo hasta regiones de cartilago en vias de osificacion, mientras otras
mostraron aspecto mixto de trabéculas osteoides con células tipo condrocitos
hipertréficos y osteocitos.

A los 90 dias los nucleos de cartilago del centro del defecto se mostraron
mas pequefios en relacion con trabéculas osteoides, en cambio se observaron mas
trabéculas de tejido cartilaginoso hacia la periferia del defecto, mostrando también

diversas etapas de osificacién endocondral.
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& .
Azul Alcidn

Figura 17. Diferentes tipos de tejidos cartilaginosos encontrados en el defecto critico
tratado con hDPSCs, a los 30 dias, H&E, Azul alcian y O-safranina. Aumento 400X. Barras
100um. A-C) Corte seriado de trabéculas de cartilago en reposo (CR). D) Trabécula de tejido
cartilaginoso con condrocitos en division (punta de flecha azul). E) Trabéculas de tejido
cartilaginoso hipertréfico calcificado (CHC), con condrocitos hipertréficos (punta de flecha amarilla)
e hipertroficos apoptéticos (punta de flecha naranja), vasos sanguineos (VS) y células
multinucleadas tipo osteoclastos (OcL). F-G) Trabéculas de tejido 6seo no laminillar (TO.NL) con
células de aspecto osteocitario (punta de flecha negra) y condrocitario (puntas de flecha roja).
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Azul Alcidn O-Safranina

Figura 18: Diferentes tipos de tejidos cartilaginosos encontrados dentro del defecto critico
tratado con hDPSCs a los 30 dias, H&E, Azul alcian y O-safranina. Aumento 1000X. Barras
40um. A) Trabécula de cartilago en reposo (CR). B) Trabécula de tejido cartilaginoso con
condrocitos en divisién (punta de flecha azul). C) Trabéculas de tejido cartilaginoso hipertréfico
calcificado (CHC), con condrocitos hipertroficos (punta de flecha amarilla) e hipertréficos
apoptéticos (punta de flecha naranja). D) Trabéculas de tejido cartilaginoso hipertrofico calcificado
(CHC), vasos sanguineos (VS) y células multinucleadas tipo osteoclastos (OcL). E-F) Trabéculas
de tejido 6seo no laminillar (TO.NL) con células de aspecto osteocitario (punta de flecha negra) y
condrocitario (puntas de flecha roja).



Figura 19. Diferentes tipos de tejidos cartilaginosos encontrados en el defecto critico
tratado con hDPSCs, a los 90 dias, H&E, Azul alcidn y O-safranina. Aumento 400X. Barras
100um.

A-C) Corte seriado de trabéculas de cartilago (CH) con condrocitos hipertréficos (punta de flecha
amarilla) en diferentes tinciones. D) Trabécula de cartilago con condrocitos en division (punta de
flecha azul). E) Trabécula de cartilago en reposo (CR). F) Trabéculas de cartilago hipertréfico
calcificado (CHC), con condrocitos hipertréficos (punta de flecha amarilla), hipertréficos
apoptoticos (punta de flecha naranja), vasos sanguineos (VS), tejido 6seo no laminillar (TO.NL),
material de andamiaje (MA). G) Trabéculas de tejido 6seo no laminillar (TO.NL) con células de
aspecto osteocitario (punta de flecha negra), condrocitario (puntas de flecha roja) y vasos
sanguineos (VS).
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Figura 20. Diferentes tipos de tejidos cartilaginosos encontrados en el defecto critico
tratado con hDPSCs a los 90 dias, H&E, Azul alcidn y O-safranina. Aumento 1000X. Barras
40um. A) Trabécula de cartilago en reposo (CR). B) Trabécula con condrocitos en divisién (puntas
de flecha azul). C) Trabécula cartilago hipertrofico (CH) con condrocitos hipertréficos (puntas de
flecha amarilla). D-E) Trabéculas de cartilago hipertréfico calcificado (CHC), con condrocitos
hipertréficos (punta de flecha amarilla), hipertréficos apoptéticos (punta de flecha naranja), vasos
sanguineos (VS), tejido 6seo no laminillar (TO.NL). F) Trabéculas de tejido 6seo no laminillar
(TO.NL) con células de aspecto osteocitario (punta de flecha negra) y condrocitario (puntas de
flecha roja), vaso sanguineo (VS).
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Figura 21. Cortes seriados desde el centro del defecto hacia la periferia, de una regién de
osificacién endocondral candnica, en proceso reparativo de 90 dias. H&E, Azul alcian y O-
safranina. Aumento 100X. A) Corte central del defecto, H&E, multiples trabéculas de tejido éseo
no laminillar (TO.NL), cartilago en reposo (CR), material de andamiaje (MA). En el sector de
observacién (rectangulo punteado amarillo), cartilago hipertréfico calcificado (CHC), tejido 6seo
no laminillar, vaso sanguineo (VS). B) Corte mas periférico del defecto, O-safranina, mayor
niamero de nucleos de tejido cartilaginoso en diferentes estados de diferenciacion: Cartilago en
proliferacion (CP), cartilago hipertrofico (CH), cartilago hipertréfico calcificado (CHC). En el sector
de observacion cartilago hipertréfico calcificado (CHC). C) Corte ain mas periférico del defecto,
abundantes nucleos de tejido cartilaginoso en diferentes estados de diferenciacion: Cartilago en
proliferacion (CP), cartilago hipertréfico (CH). En el sector de observacion cartilago en
proliferacion (CP) e hipertréfico (CH).
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6.3 DETERMINACION MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA DEL ORIGEN DE
LA ESPECIE DE LAS CELULAS QUE GENERARON EL CARTILAGO
OBSERVABLE EN LOS CORTES HISTOLOGICOS.

Habiendo demostrado morfolégicamente la presencia de tejido cartilaginoso
en diferentes estados de desarrollo en vias de osificacion endocondral, tanto a los
30 como a los 90 dias en los defectos Gseos criticos cargados con una matriz
tridimensional con hDPSC; se intento establecer el origen del tejido cartilaginoso.

Con ese fin se realiz6 un inmunomarcaje para Vimentina humana (Anti-
human Vimentin), para Colageno tipo II humano (Anti-human COL2A1l) y
Osteocalcina humana (Anti-human Ocn)

Las vimentinas son filamentos intermedios de clase Il que se encuentran en
células no epiteliales, especialmente en las células mesenquimales (Danielsson y
cols., 2018; Musaelyan y cols., 2018). El colageno Il es especifico del cartilago
hialino, se encuentra en gran abundancia permitiendo formar agregados de
proteoglicanos proporcionandole las caracteristicas tipicas de este tejido (Suzukiy
cols., 2006). La osteocalcina es un marcador que clasicamente se usa para
identificar tejido éseo, sin embargo, también se ha visto que condrocitos
hipertréficos en proceso de transdiferenciaciébn expresan esta proteina (Roach,
1992).

6.3.1 Inmunomarcaje de Anti-human Vimentin

Los resultados del inmunomarcaje con Anti-human Vimentin tanto en los
defectos como en sus controles se presentan en la Figura 22.

En los cortes de defectos experimentales, en los focos cartilaginosos, se
observé un marcaje marron muy leve en el citoplasma de los condrocitos, tanto a
los 30 (Figura 22, A 'y B) como a los 90 dias (Figura 22, C y D).

En los cortes de controles negativos de especie en cartilago de raton, condilo
mandibular del ratén, no se observo ningln marcaje de Anti-human Vimentin en los
condrocitos (Figura 22, Ey F).

En los controles positivos de especie en hiperplasia condilar humana, se
observd un marcaje positivo, particularmente en la capa cartilaginosa mas profunda,

en relacion con el hueso subcondral (Figura 22, G y H).
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No se observé ningin marcaje de Anti-human Vimentin en los controles

negativos, sin uso de anticuerpo (Figura no mostrada)

6.3.2 Inmuno-marcaje de Anti-human COL2A1

Los resultados del inmunomarcaje con Anti-human COL2A1 tanto en los
defectos como en sus controles se presentan en la Figura 23.

En los cortes de defectos implantados con constructo con hDPSCs, el
anticuerpo Anti-human COL2A1, mostré6 marcaje positivo de la matriz extracelular
que rodea a los condrocitos (tincion marron) del tejido cartilaginoso al interior del
defecto, tanto a los 30 (Figura 23, Ay B) como a los 90 dias (Figura 23, C y D).

En los cortes de controles negativos de especie en cartilago de raton, condilo
mandibular del ratén, también se observé marcaje positivo para Anti-human
COL2A1 en la MEC del cartilago (Figura 23, Ey F).

En los controles positivos de especie en hiperplasia condilar humana, se
observd un intenso marcaje positivo en la capa cartilaginosa mas profunda, en
relacion con el hueso subcondral (Figura 23, Gy H).

No se observo ningin marcaje de colageno Il en los controles negativos, sin

uso de anticuerpo (Figura no mostrada).

6.3.3 Inmuno-marcaje de Anti-human Ocn

Los resultados del inmunomarcaje con Anti-human Ocn tanto en los defectos
como en sus controles se presentan en la Figura 24.

En los cortes de defectos implantados con constructo con hDPSCs, el
anticuerpo mostré6 marcaje positivo de la matriz al interior de la mayoria de las
lagunas condrocitarias tanto a los 30 dias (imagenes no mostradas) como a los 90
dias (Figura 24, A-D). Solo algunas lagunas de aspecto apopt6tico no mostraron
marcaje (Figura 24, D: punta de flecha negra), como tampoco el tejido 6seo
circundante propio del raton.

En algunas zonas, también se observo el marcaje de Anti-human Ocn en la
MEC, de modo caracteristico de tejido 6seo (Figura 24, B: linea roja punteada);
donde ademas hay células positivas y negativas para Anti-human Ocn.

Paralelamente, se observaron células positivas en proximidad de vasos

sanguineos de bajo calibre (Figura 24, D: punta flecha verde).



60

La morfologia de las células positivas para Anti-human Ocn es similar a la
descrita como célula en transdiferenciacion: Laguna bien delimitada, nucleo
basdfilo, citoplasma pequeiio (Figura 24, B-D: punta flecha amarilla). Finalmente,
células con morfologia de osteoblasto también dieron positivos para el anticuerpo
(Figura 24, C: punta flecha negra).

En los controles positivos de especie en osteosarcoma humano, se observo
un marcaje positivo en las células cartilaginosas y osteoides tumorales (Figura 24,
FyG).
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Figura 22. Inmunohistoquimica con Anti-human Vimentin, Revelado con DAB (color
marron). A-B) Defecto critico con constructo implantado con material de andamiaje con células
madre a 30 dias, A) Sector medio del defecto pequefio foco de tejido cartilaginoso 100x, cuadrado
punteado negro representa magnificacion 1000x en B. B) Foco de tejido cartilaginoso 1000x:
condrocitos con marcaje positivo en algunas zonas del citoplasma (puntas flecha roja) C-D)
Defecto critico con constructo implantado con material de andamiaje con células madre a 90 dias.
C) Sector medio del defecto pequefio foco de tejido cartilaginoso 100x, cuadrado punteado negro
representa magnificacién 1000x en D. D) Foco de tejido cartilaginoso 1000x: condrocitos con
marcaje positivo en algunas zonas del citoplasma (puntas flecha roja) E-F) Control negativo de
especie: condilo mandibular de ratén. E) 100x, cuadrado punteado negro representa magnificacion
400X en F. F) a 400x no se observa ningin marcaje positivo para Anti-human Vimentin en el tejido
cartilaginoso del céndilo de raton. G-H) Control positivo de especie: condilo mandibular humano
(hiperplasia condilar). Se observa marcaje positivo para Anti-human Vimentin en los condrocitos.



62

Figura 23. Inmunohistoquimica con Anti-human COL2A1, Revelado con DAB (color
marrén). A-B) Defecto critico implantado con constructo con células madre a 30 dias, A) Sector
medio del defecto critico, 100x, diferentes focos cartilaginosos con marcaje positivo para
anticuerpo Anti-human COL2A1, cuadrado punteado negro representa magnificacion 400X en B.
B) Foco cartilaginoso 400x, el anticuerpo Anti-human COL2A1 marca la matriz extracelular
presente en el tejido cartilaginoso. C-D) Defecto critico con constructo implantado con células
madre a 90 dias. C) Sector medio del defecto critico 100x, trabécula con cartilago marcado
positivamente con anticuerpo Anti-human COL2A1, cuadrado punteado negro representa
magnificacion 400X en D. D) Foco cartilaginoso 400x: anticuerpo Anti-human COL2A1 marca la
matriz extracelular presente en el tejido cartilaginoso. E-F) Control negativo de especie: condilo
mandibular ratén. E) cartilago articular del céndilo mandibular, 100x, marcaje positivo para
anticuerpo Anti-human COL2A1. Cuadrado punteado negro representa magnificacion 400X en F.
F) a 400x, marcaje positivo con anticuerpo Anti-human COL2A1 en la capa del cartilago condilar
adyacente al hueso. G-H) Control positivo de especie: CAondilo mandibular humano (hiperplasia
condilar): se observa marcaje para positivo para el anticuerpo Anti-human COL2A1 en la matriz
extracelular del cartilago adyacente al hueso.
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Figura 24. Inmunohistoquimica con Anti-human Ocn, Revelado con DAB (color marrén). A-
B) Defecto critico implantado con constructo con células madre a 90 dias, A) Sector medio del
defecto critico, 400x, foco cartilaginoso y células con marcaje positivo para anticuerpo Anti-human
Ocn, cuadrado punteado negro representa magnificacion 1000X en B. B) Foco cartilaginoso
1000x, el anticuerpo Anti-human Ocn marca zonas positivas dentro del citoplasma de condrocitos
(puntas flecha amarilla). C) trabécula mixta, 400x, el anticuerpo Anti-human Ocn marca positivo
en citoplasma de condrocitos (punta flecha amarilla) y células tipo osteoblasto (punta flecha
negra). D) 1000x, anticuerpo Anti-human Ocnh marca positivo para condrocitos (punta flecha
amarilla) cercanos a vasos sanguineos (punta de flecha verde) y condrocitos de aspecto
apoptético (punta de flecha negra) no mostraron marcaje. G-H) Control positivo de especie:
osteosarcoma humano. Se observa marcaje positivo para Anti-human Ocn en células
cartilaginosas y osteoides tumorales.
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7 DISCUSION

7.1 CONCEPTOS GENERALES

En el presente estudio se caracteriza la presencia de tejido cartilaginoso en
el proceso de reparacion en un modelo in vivo de defecto critico de calota de raton,
implantado con un constructo con hDPSCs.

La presencia de tejido cartilaginoso en este tipo de modelo utilizando células
madre pulpares murinas ya ha sido descrito previamente (Collignon y cols., 2019),
sin embargo, existen pocos estudios que hayan profundizado en el posible papel o
funcion que pueda estar cumpliendo el cartilago en el proceso reparativo de calota
de raton utilizando hDPSCs o en investigar la causa de su presencia.

La ingenieria tisular cumple un rol fundamental en el desarrollo de futuras
terapias con enfoque regenerativo para recuperar y reparar funciones de los tejidos
perdidos y/o dafados. Sin embargo, es de suma importancia conocer y abordar
todos los mecanismos ligados al proceso de formacion y reparacion de los tejidos
antes de transferir estos enfoques terapéuticos a la clinica humana, ya que este
conocimiento permitiria guiar correctamente y estandarizar los procesos

regenerativos de ingenieria tisular.

7.2 SOBRE LA PRESENCIA, FRECUENCIA Y UBICACION DEL TEJIDO
CARTILAGINIOSO DENTRO DEL DEFECTO A LOS 30 Y 90 DIAS

Nuestros resultados muestran que después de 30 y 90 dias de proceso
reparativo, en los defectos se encontraron trabéculas compuestas por diversas
formas de tejido: 6seo, fibroso y cartilaginoso.

Actualmente la participacion de los condrocitos y la plantilla del cartilago
hipertrofico, se ha descrito como una caracteristica unica durante la curacion de
huesos largos, no asi en la curacion de fracturas de calota donde se ha asociado
principalmente al modelo de osificacion intramembranosa durante las etapas de
formacion ésea (Wang y cols., 2020), por lo que resulta de gran interés dilucidar la

presencia de tejido cartilaginoso hallado en este trabajo.
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Algunos estudios han demostrado que la aplicacion de cierto grado de
tensidbn mecanica propicia la formaciéon de diferentes tipos de tejido al interior del
callo 6seo, dentro de los cuales se encuentra el tejido cartilaginoso, ademas de
estimular la produccion de ciertas proteinas como FAK y RhoA que podrian estar
relacionadas con el proceso de desarrollo del cartilago durante la reparacion 6sea
(Millery cols., 2015). Sin embargo, no es posible asegurar que esto ocurra al interior
de los defectos de calota, de hecho, varios autores refieren que la calota repara
principalmente a través de la osificacion directa (Le y cols., 2001; Thompson y cols.,
2002) ya que no habria inestabilidad mecanica de los constructos implantados que
pueda influenciar la formacion de este tejido cartilaginoso al interior del defecto.

Otro factor que induce la presencia y/o participacion del tejido cartilaginoso
en la reparacion de lesiones Gseas esta relacionada con el grado de oxigenacién
local principalmente en el centro de las fracturas producto de la isquemia por lesion
vascular. En ese ambiente de baja tension de oxigeno o hipoxia se favorece la
diferenciacion a condrocitos a partir de células madre mesenquimales (Bornes y
cols, 2015). Por otra parte, en las células residentes de la placa de crecimiento se
ha descrito que los condrocitos responden a la escasez de vasos sanguineos y la
deuda de oxigeno concomitante, regulando al alza el metabolismo anaerdébico,
proponiendo que la regulacion de los eventos que impulsan al condrocito
terminalmente diferenciado hacia su destino final es probablemente parcial o
completamente dependiente de factores microambientales (Shapiro y cols., 2005).
Los resultados de este estudio a los 30 dias mostraron la presencia de cartilago
principalmente al centro del defecto, asociado a escasos y pequefios vasos
sanguineos. Mientras que, en la periferia, habia mas presencia de vasos
sanguineos, en relacion con los cabos de tejido 6seo nativo.

En la union condro-6sea, la invasiéon de vasos sanguineos en el cartilago
(posiblemente relacionada con la expresion de VEGF dependiente de HIF) provoca
un aumento repentino de la tension tisular de oxigeno. Si las células del cartilago
experimentaran este tipo de cambio oxémico, se precipitarian a la muerte celular.
De hecho, algunos autores observando el comportamiento de condrocitos en cultivo
celular, han reportado que los condrocitos hipoxicos son refractarios no sélo a la

muerte celular mediada por pares idnicos, sino también a la apoptosis mediada por
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FasL. Sin embargo, tras la reoxigenacién, estos condrocitos se sensibilizan a los
apoptégenos anteriores y sufren una rapida apoptosis (Shapiro y cols., 2005).

Por otro lado, a los 90 dias nuestros resultados mostraron mayor frecuencia
de focos cartilaginosos y area total de cartilago, el cual se ubico preferentemente
en la periferia. Mientras que en el centro del defecto, el tejido en general presentaba
una forma mas compacta, y mayor cantidad de trabéculas de tejido 6éseo no
laminillar y laminillar. Este hallazgo sugiere que el tejido 6seo se ha formado desde
el centro hacia la periferia gracias a la accion de las hDPSCs implantadas, del
mismo modo como ha sido descrito por otros autores que han utilizado células
murinas para reparar defectos (Collignon y cols., 2019; Chamieh y cols., 2016).

Se ha reportado que las células hipertréficas mueren mediante la induccion
de la autofagia. En lugar de activar inmediatamente la maquinaria de muerte celular,
los condrocitos muestran un fenotipo de supervivencia inicial y oxidan sus propias
macromoléculas estructurales para generar ATP. La importancia del estrés
oxidativo como estimulo para la muerte celular se desarrollé ain mas en estudios
que utilizan el modelo de isquemia-reperfusion. Cuando este modelo se aplica a la
union condro-0sea, el estimulo para la muerte celular es la vascularizaciéon y
oxigenacion de la propia placa. Estos dos conceptos (muerte celular programada
tipo 11y lesion por isquemia-reperfusion) enfatizan la importancia del microambiente
local y, en particular, el papel de la presion de O2 en la direccion de la supervivencia
y la apoptosis en los condrocitos (Shapiro y cols., 2005).

Este es el mecanismo mas aceptado en la reparaciéon de fracturas, donde a
través de vasos sanguineos invasores, se introducen células madre mesenquimales
que proliferan y se diferencian para convertirse en osteoblastos. Sin embargo, la
evidencia actual apoya que el periostio local y la médula 6sea son las dos fuentes
principales de células formadoras de hueso durante la reparacién; de hecho, los
experimentos de parabiosis (donde dos animales comparten la misma circulacién
sanguinea), no respaldan contribuciones significativas de las células circulantes a
la reparacion de lesiones. (Chan y cols., 2015 ; Colnot, 2009; Colnot y cols., 2006;
Yuy cols., 2010; Zhang y cols., 2005; Zhou B. y cols., 2014).
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En contraste con lo clasicamente descrito en reparacion de lesiones de tejido
duro, que involucra la apoptosis de condrocitos y la contribucion vascular como el
origen de las células madre mesenquimales, este estudio al igual que el de otros
autores (Khan y Simmons, 1977; Roach, 1992; Yang L. y cols, 2014; Park y cols,
2015; Hinton y cols, 2017) demuestra que los condrocitos experimentan un
comportamiento y morfologia diferente a lo que clasicamente se evidencia, la cual
se describe como transdiferenciacion.

A los 30 dias aparecen focos de cartilago los cuales aumentan a los 90 dias,
esto concuerda con otros reportes durante los procesos de curacion 6sea de huesos
largos, donde aparecen focos de tejido cartilaginoso, que se generan sin establecer
un patréon espacial en la lesion, estos cartilagos crecen y se fusionan formando
plantillas o moldes para la osificacion, o reemplazo por trabéculas 6seas (Smok y
cols., 2014). Estos puntos o focos pequefios de cartilago que luego crecen y se
fusionan generando una placa de cartilago donde sus células se hipertrofian y
generan puntos de osificacion primaria, es observado también en la osificacion de

la base del craneo durante el periodo fetal (Carlson, 2014).

7.3 SOBRE EL ESTADO DE MADUREZ HISTOMORFOLOGICA DEL
CARTILAGO HALLADO Y SU COMPARACION A LOS 30 Y 90 DIAS

Dentro del defecto, hubo diferentes caracteristicas histomorfol6gicas del
tejido cartilaginoso. Tanto a los 30 como 90 dias, habia trabéculas de tejido
cartilaginoso con condrocitos con caracteristicas de estar en reposo, trabéculas con
condrocitos en divisién celular y trabéculas con condrocitos hipertréficos. Estas
caracteristicas histomorfologicas nos lleva a pensar directamente que estamos bajo
un proceso de osificacion endocondral de tipo candnica (Aghajanian y Mohan, 2018)
la cual se ha mantenido en ambos periodos, en los diferentes sectores del defecto
critico. En este proceso los condrocitos hipertroficos estan sumergidos en una MEC
de aspecto fibrilar con células multinucleadas tipo osteoclasto a su alrededor. Sin
embargo, para validar nuestras observaciones, seria necesario realizar una
coloracién tipo von kossa para confirmar la presencia de depdsitos de sales de

calcio o evaluar la muerte celular mediante técnica TUNEL, por ejemplo.



68

Paralelo a ese tipo de osificacion en el proceso reparativo, tanto a los 30
como a los 90 dias, fue posible observar que ciertas trabéculas presentaron
caracteristicas histomorfolégicas poco convencionales, con una matriz de aspecto
0seo no laminillar que tenia poca reaccion a las coloraciones de O-safranina 'y Azul
Alcian. Sumergidas en esa MEC al interior de lagunas, habia células mixtas de
apariencia osteocitaria y condrocitaria, positivas a la osteocalcina. La expresion de
diferentes marcadores 0Oseos incluyendo la osteocalcina, por parte de los
condrocitos ha sido descrita desde hacer varios afos (Gerstenfeld y Shapiro, 1996;
Roach y cols., 1992; Park y cols., 2015) para sustentar la hipotesis de la
transdiferenciacion. A la época, Roach en 1992, describia condrocitos hipertréficos,
pero de menor tamafio, con un citoplasma reducido y mas basofilos, del mismo
modo como lo observado en este estudio. La talla pequefia del condrocito inmerso
en una matriz con caracteristicas 0seas se deberia a la division celular que sufriria
el condrocito hipertréfico que esta en proceso de transdiferenciacion. (Roach, 1992;
Roach y cols., 1995).

Paralelamente otros estudios complementarios apoyan la transdiferenciacion
de células condrogénicas a osteogénicas en contextos de reparacion 0Osea,
afirmando que entre el 5-12% de los condrocitos siguen la via de diferenciacion
candnica, apoptotica (Aghajanian y Mohan, 2018; Tsang y cols, 2015).

En la actualidad, el proceso de transdiferenciacion se ha descrito en varios
contextos gracias a nuevos métodos como el rastreo de linaje genético, durante el
desarrollo embrionario como en la vida adulta (condilo mandibular) y en contextos
de osificacién de procesos reparativos ayudando a demostrar y caracterizar ese
mecanismo de osificacion endocondral no canoénico (Aghajanian y Mohan, 2018;
Hinton y cols, 2017), pero ha sido poco descrito en la regeneracion de tejidos
maxilofaciales utilizando poblaciones de células progenitoras humanas.

Entonces las preguntas que hoy en dia se plantean van dirigidas hacia
entender ¢quién y como se comanda o se decide por un mecanismo u otro? ¢Sera
el tejido hospedero quien decide y determina los mecanismos de reparacion o seran
las poblaciones celulares implantadas quienes siguen su “imprinting” y activan las
vias de sefializacion necesarias para reparar un tejido? Y ¢ cual seria el mecanismo

mas indicado o beneficioso al pensar en terapias regenerativas?
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7.4 SOBRE EL POSIBLE ORIGEN HUMANO DEL CARTILAGO HALLADO
DENTRO DEL DEFECTO CON TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

En los parrafos anteriores se discutio que el tejido cartilaginoso jugaba un rol
dentro del proceso reparativo. Para determinar el origen de esas células que
participan en la regeneracion del defecto se utilizaron anticuerpos contra las
proteinas humanas: anti-vimentina, anti-COL2A1 y anti-Ocn.

El anticuerpo anti-vimentina humana demostré la presencia de células de
origen humano al interior del defecto (Figura 22) asi como algunos de los focos de
tejido cartilaginoso que pudieran ser de origen humano. Para complementar ese
resultado, la reaccion del anticuerpo anti-COL2A1 humano arrojé positivo para el
cartilago al interior del defecto, confirmando las caracteristicas condrocitarias
observada con las coloraciones O-safranina y Azul Alcian. Sin embargo, también
resultdé positivo para el cartilago nativo de la articulaciéon temporomandibular del
raton. El colageno tipo Il es una proteina altamente conservada entre las especies,
lo que podria explicar este marcaje, ademas el anticuerpo utilizado es de tipo
policlonal y presenta una mayor posibilidad de reactivad cruzada debido al
reconocimiento de multiples epitopos (Proteintech Group, 2017), nuevos
experimentos serian recomendables con este anticuerpo.

Para complementar los resultados anteriores en cuanto al origen y para
apoyar la observacion de la activacion de dos vias endocondrales: candnica y
transdiferenciacion, se utilizé el anticuerpo anti-Ocn humana. El marcaje positivo
para la Ocn humana de los condrocitos hipertroficos, pero no en el hueso nativo del
ratén, demuestra que los condrocitos que participan en la regeneracion del defecto
son de origen humano por medio de las hDPSCs y que participan mediante un
mecanismo de transdiferenciacion de condrocitos a osteoblastos (Park y cols,
2015). Esto confirma la hipotesis de que las hDPSCs inducen la formacion de un
tejido cartilaginoso en el proceso reparativo del defecto critico de calota de raton.

Paralelamente a las células positivas para la Ocn humana, hubo células con
caracteristicas condrocitarias negativas (Figura 24), lo que puede sugerir por un
lado que: 1) el proceso de reparacion 6sea mediante osificacion endocondral tiene
caracter de cooperativo, con una combinacién de tejidos aportados tanto por el
huésped como por las hDPSCs. 2) Las células condrogénicas negativas para la

Ocn-humana no sufrieron el proceso de transdiferenciacion, sino siguieron la via
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clasica, esto corresponderia a algunos condrocitos aparentemente apoptoticos
observados en los cortes y para corroborar afirmacion seria interesante realizar

marcajes para deteccion de apoptosis (TUNEL o Caspasas)

7.5 APLICACIONES CLINICAS.

Las futuras terapias para las fracturas sin consolidacion implican estrategias
que utilizan células madre mesenquimales derivadas de pacientes y/o factores de
crecimiento, para promover la formacion ésea directa en el sitio de la fractura. Sin
embargo, no se ha demostrado que estas estrategias sean efectivas o puedan ser
predecibles en grandes defectos 6seos (Ho-Shui-Ling y cols., 2018). Dado que la
proliferacion y diferenciacion de condrocitos predominan en las primeras etapas del
proceso de reparacion de la fractura, quizas, podria ser mas prudente expandir los
condrocitos existentes y convertirlos en osteoblastos capaces de realizar todas las
funciones necesarias para resorber cartilago y producir hueso como lo realizan los
condrocitos epifisarios en la osificacién secundaria, considerando que al interior de
las lesiones hay un cierto grado de hipoxia que es mas adecuado para una
poblacién condrocitaria.

Nuestra comprension de los eventos moleculares que conducen la
conversion de condrocitos hacia osteoblastos implicados en el control temporal y
espacial de los eventos de diferenciacidon, podria conducir a posibles avances en
términos de identificacion de nuevas estrategias terapéuticas para curar fracturas
sin consolidacion o de talla critica, manipulando las sefiales que controlan estos
eventos para obtener un beneficio terapéutico en el tratamiento de lesiones y
enfermedades articulares, cuando el cartilago articular esta dafiado o atrofico.

Si bien la osificaciébn endocondral candnica es el paradigma y mecanismo
conocido desde hace mucho tiempo, el mecanismo de transdiferenciacion puede
estar trabajando junto con la osificacion endocondral candnica para promover la
salud 6sea. De hecho, es posible que estos dos procesos se manifiesten
conjuntamente, colaborativamente o que cada proceso tenga una preferencia
temporal y regional. A medida que los estudios innovadores se vuelven mas

frecuentes en la literatura, la contribucion del tejido cartilaginoso al hueso nuevo
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puede proporcionar nuevas vias para la terapéutica de diversas enfermedades
osteodegenerativas y metodologias de curacion de fracturas.

Lo que gatilla la eleccion de un mecanismo u otro, puede a la fecha, solo ser
especulado. Es evidente que el cambio de las condiciones fisiologicas: tipo de
lesion, hipoxia, inflamacion, haran reaccionar a los tejidos y a las células, pero aun
no esta claro, exactamente, cuales son los factores que inclinan la formacion ésea
mediante un mecanismo de osificacion endomembranoso o0 un mecanismo
endocondral clasico candnico o por transdiferenciacion. Las ventajas o desventajas
de cada mecanismo pueden ser discutidos ampliamente, y por lo tanto, también
deben ser discutidos cual o cuales son los enfoques para elegir o fomentar un
mecanismo sobre otro, teniendo en mente un rapido, adecuado o predecible
proceso de regeneracion tisular.

La importancia de identificar si son las hDPSCs las que sintetizan el nuevo
tejido, o si estas hDPSCs liberan factores que estimulan la sintesis de nuevo tejido
por parte del hospedero (accion paracrina) tiene relevancia en la estrategia
terapéutica. En el caso de que sean las células las responsables directas de una
sintesis de tejido el equipo clinico deberia organizar sus esfuerzos para producir
poblaciones celulares competentes para tal fin. En el caso de tener una accién
paracrina los esfuerzos deberian estar enfocados en identificar estas moléculas y

eventualmente suministrarlas como farmacos o moléculas bioactivas.
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8 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

En un defecto critico de calota en el modelo de raton presentado en este
estudio, las hDPSCs inducen un proceso reparativo de osificacion
principalmente de tipo endocondral en varias de sus formas, extendiéndose

desde el centro hacia la periferia del defecto.

La evidencia inmunohistoquimica presentada en este trabajo permite

establecer el origen humano del tejido cartilaginoso.

Serian recomendables més estudios de anadlisis molecular con otros
marcadores (condrocitos no hipertroficos: Colageno Il, colageno Xl vy
Agrecan; Condrocitos hipertroficos: colageno X y VGEF; Sox9), anticuerpos
monoclonales, o estudios de seguimiento genético de las hDPSCs
permitirian establecer bases mas sélidas para determinar el origen del tejido

cartilaginoso observado.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO 1: AUTORIZACION COMITE INSTITUCIONAL DE BIOSEGURIDAD,
CAMPUS NORTE

‘5 UNIVERSIDAD DE CHILE

Comité Instituconal de Bioseguridad
Administracién Conjunta Campus Norte
FDO N°89

Santago, 15 de Noviembre de 2016.

CERTIFICADOQ

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyeclo de
Investigacion ttulade “Células madres aisladas de pulpa dentaria para la
regeneraciéon en tejidos maxilofaciales”. El Investigador Responsable de este
proyecto es Dra. Soledad Acufia Mendoza.

Todos los ensayos propuestos a realizar del tpo bioguimicos como la obtencidn de las
pulpas dentarias de molares y premolares/lerceros molares provenientes de ratones y
humanos, respectivamente, asi como inmunohistoquimica se procesardn en el
Laboratorio de Anatomia Patolégica; los ensayos moleculares como PCR en tlempo
real se realizardn en el Laboratorio de Biologia Periodontal y, por Glitimo, los ensayos
con los ratones BalbC y ratones transgénicos (Mus muscuius C57BL/G-Tg(CAG-
EGFP)10sb/J) se realizardn en la Plataforma Experimental de la Facultad de
Odontologia. El personal téenico que manipulard las muestras bioldgicas y los
animales se encuentra debidamente entrenados en esta area. Ademas, ellos estardn
bajo la supervision de la Dra. Acufia.

El CIB certfica que la Facultad de Odontologia cuenta con las facilldades para el
manejo y desecho del material bioldgico, quimico y animales de experimentacién a
utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Bioseguridad, Conicyt 2008. Ademas,
el investigador se compromete a velar por el cumplimiento de fas normas de
bioseguridad, durante el desarrollo del proyecio.

Se extende el presente certificado a solicitud de la Dra. Acufa para ser
presentado al Concurso Naconal Insercidn de Capital Humano Avanzado en la
Academia (Programa de Atraccidn e Insercidn de Capital Humano Avanzado, PAl)
2016.

Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta
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10.2 ANEXO 2: AUTORIZACION COMITE DE INSTITUCIONAL DE CUIDADO Y
USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

UNIVERSIDAD DE CHILE
COMITE INSTITUCIONAL de CUIDADO y USO de ANIMALES (CICUA)

PROTOCOLO DE MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES
(Debe ser presentado en espafiol)

A. ANTECEDENTES ADMINISTRATIVOS

Al Titule y tlempo de gjecuciin del proyecto presentado
Células madres aisladas de pulpa dentaria pam la regeneracién en tejidos maxilofaciales

Mes de inicio: marzo 2017, Mes de término: febrero 2020

A.2. Tipo de proyecto y actividad (margue con una cruz)
PROYECTO DE INVESTIGACION: X DOCENCIA: TESIS: X OTRO:

Fuente Financiamiento (Nombre y n):
Programa para |a insercidn a ka scademia (PAI) 2016

A3. Nombre del Investigador Responsable: Soledad Acufia Mendoza
Nambre Patrocinado, si existiese (Investigador externo, Postdoctorante, Tesista):

AA. Tekifono(s) de contacto: Numero de departamento: (56-2)2 978 1791
En caso de urgencia me puede llamar al celular 0033 658242418 (cunndo viva en Chile y tenga numero chileno
lo informaré a la Plataforma Experimental)

e-mail: soledad acuna@u.uchile.cl

A.5. Mencione ¢l Laboratorio y Departamento de la Facultad en la que se desarrollard el trabajo con
“MhWrWW&W,M“

A.6. Contacto en caso de una emergencis con los animales en horario no laboral.

Nombre: Soledad Acufia Mendoza Teléfono: D056 222675372 (casa del representante legal en Chile)
Cuando tenga casa y teléfono en Chile lo comunicaré a la Plataforma de Experimentacién.
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10.3 ANEXO 3: AUTORIZACION COMITE DE ETICA CIENTIFICO

r
\ \-‘:I\l' LIAL

h@a |ODONTOLOGIA
DA )

UUNEVERMDAD OF Okl

COMITE ETICO CIENTIFICO

INFORME

PROYECTO. “Células madres aisladas de pulpa dentana para la regeneracion en tejidos
maxiofaciales’,

Investigadora Responsable: Ora. Soledad Acufia

Se justifica el estudio debido a que el IP declara el uso exclusivo de las células madres que
extraera de 15 dientes donados por pacientes que consientan mediante Cl firmado . la IP declara
manejo estricto y confidencial de los datos

Visado Consentimiento
El Cl cumple con los requisitos solicitados por este comité de ética

" 22223297 Y /. 3\
///’,’_‘Zf:..'-fé———‘.__\ [3 cose \7\
4 | D s
Prof. Dr. Eduardo Fernandez Godoy "= —
Presidente Comité Etico Cientifico e

Santiago, noviembre 14 de 2016
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10.4 ANEXO 4: MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

T RCLI Ay
N ODONTOLOGIA
U T RSIOWAEY D O UNNERSIDAD DE CH [I_E
Facultad de Odontologia - Departamento de Patologia y Medicina Oral
Bd: 17f11/2016
Facultad de Odontologia Proyecto de Investigacion PAI
Universidad de Chile Académico Responsable: Soledad Acufia M

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE DIENTES PARA INVESTIGACION

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:
# |. Informacién (proporciona informacién sobre el estudio para usted)
# |, Formulario de Consentimiento (para firmar si estd de acuerdo en participar)

5Se le dard una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

Sclicitamos a Usted su colaboracién con este estudic. Antes de decidir si colabora o no, debe conocer y comprender los aspectos
gue se exponen a continuacién. Séntase con abscluta libertad para preguntar sobre cualguier aspecto sobre el cual tenga dudas.
Una vez gue haya comprendido el estudic y si usted desea colaborar, entonces se le pedird gue firme este formularic.

|. INFORMACION
Antecedentes Generzles

Usted ha sido invitado a participar voluntariamente en un estudio patrodinade por Conicyt, titulado “Células madres aisladas de
pulpa dentaria para la regeneracion en tejides maxilofaciales™. Este proyecto de investigacidn se enmarca en una estrategia
institucional de la Facultad de Odontologia para crear una nueva linea de investigacitn en la utilizacidn de células madres para la
terapia y regeneracion tisular. El Investigador Responsable es la Dra. Soledad Acufia Mendoza, académica de nuestra Facultad.
Parainiciar la nueva linea de investigacion de células madres, nos focalizaremos enimplementar téonicas de cultive estandarizadas
de células pulpares humanas (de diente temporzal y permanente] y de ratdn. Luego, las células madres cbtenidas serdn utilizadas
en modelos animales para sentar las bases del estudio y desarrollo de técnicas en regeneracidn/reparacidn tisular.

Este formularic serd explicade por el investigador y se entregara a los participantes para su lectura. El participante podra
retirarse del estudio en cualguier momento gue lo desee y sus datos serdn eliminades a partir de ese momento.

Zrocedimicnte de toma g las mussires

Se incluiran pacientes agendados para exodonciz de tercercs molares, premolares o piezas temporzles sanas en la Clinica
Odontoldgica de la Facultad de Odontologia previa autorizacién del Cirujanc tratante y de la firma del presente consentimiento
informadc visado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Los dientes recién extraides seran lavados en solucién Hanks y trasportados en medio de cultive DMEM/F12 en fric al lIaboratorio
para su procesamiento.

El total de muestras y datos cbhtenidos serdn registrados e identificades por el investigador responsable mediante cddigos para
su utilizacién exclusiva en el desarrcllo del presente estudic. Los datos personales e identificacion de los sujetos participantes
seran confidenciales y se utilizardn codigos para mantener oculta k2 identidad de los participantes. En caso de manifestar interés
en los resultados de los andlisis efectuados, los interesados pueden acceder 2 esta informacidn sclicitdndola al investigador
responsable.

Dpto. de Odontologia Patologia/Olivos N°843, Independencia'® : 9781839/ Casilla 1903
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TACULIAD

b ODONTOLOGIA
USIVERMIDAD B CH e UNIVERSIDAD DE CHILE
Facultad de Odontologia - Departamento de Patologia y Medicina Oral
Ed: 17/11/2016
Benefici s g "

Se les dar3 2 conocer y se consignara en su ficha dlinica los resultados de los andlisis que resultan de las muestras biologicas
tomadas a los padientes.

Riesgos de participar el estudio
No hay riesgo para para el paciente. £n caso de alguna dificultad, los teléfonos de contacto del investigador responsable: Soledad
Acuiia, son: 5781700.

£l presente protocolo no tiene costo parz el paciente y todos los eventos adversos seran resueltos sin costo para el paciente.
Se sefiala ademas que en el presente estudio no hay retribucion econdmica.

Encmfomudadalasleyesvgetmbmformaaénrecopdaau'avésddmmnodehemalcsdquemsdaws
perscnales o los de su representado, se analizaran y archivaran de manera cedificada para garantizar su confidencialidad, ya que
los datos seran utilizados estrictamente para fines cientificosyque ain tras Iz publicacion de los resultadosse continuara
con |3 debida reserva. No obstante, el equipo de investigacion, |z Facultad de Odontologia de Ia Universidad de Chile o sus
representantes, y el Comité de £tica Cientifico {CEC) podran acceder 2 los datos confidenciales después de haber pasade por el
proceso de anonimazion, lo gue permite que sus daos no sean identificades por su nombre.

La informacién que Ud. nos facilite sélo serd utilizada o revelada para |z realizacion de este estudio de investigacién y los
resultados que se obtengan seran presentados en ponencias de congresos y publicaciones escritas, resguardando la
confidencialidad de los participantes.

Para mayor detalle del protocolo utilizade para el resguardo de informacién personal, leer apartado de Protocolo de Proteccion
de Dates Nominativos.

g i | .
Si usted desea conocer los resultados o tiene cualguier pregunta puede hacerla shora o mas tarde, acudiendo calle Ofivos N"943,
Independencia, Facultad de Odontologia de Universidad de Chile, Departamento de Patologia y Medicina Orzl y comunicarse con
Ia Dra. Acufiz los dias martes, jueves o viernes de 8 2 12 horas o al teléfono 29781835.

También puede contactarse con el Comité £tico Gentifico de la Facultad de Odontologia cuyo presidente es el Dr. Eduardo
Fernandez Godoy, al fono 29781703, en horarics de oficina o al mail geg fouch@®odontolosia uchile ol

e

Dpto. de Odontologia Patologia/Olivos N°943, Independencia®: 9781839/Casilla 1903
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TACULTAD )
ODONTOLOGIA
ONIVERAAAD 00 CHL UNIVERSIDAD DE CHILE
Facultad de Odontologia - Departamento de Patologia y Medicina Oral
Ed: 17/11/2016

Declaro haber comprendido las explicaciones gue se me han fadilitade, en un lenguaje dlarc y sencillo, y el facultativo me ha
permitido realizar todas las observaciones y preguntas necesarias, resolviéndome todas las dudas gue le he planteado,
sefialdndome ademas que habra absoluta confidencialidad en los datos por mi entregados.

Declaro haber leido y comprendido el protocolo donde se me explica como mis datos personzles van ser resguardados, analizados
y archivados.

También comprendo gue, en cualguier momento y sin necesidad de dar explicacion alguna puedo revocar el consentimiento gue
shora presto para participar en el presente Proyecto de investigacion, y que frente a cualquier duda puedo ademas consultar con
el Presidente del Comité de Etica de la Investigacion de la Facultad, Dr. Eduardo Ferndndez.

Identificacion Padiente

Nombre
Rut:
Fom.
Firma

Identificacicn Testigo

Firma Fecha:

Identificacién del Director de la Clinica Odentologica

Nombre
Fono:
Firma

Identificacion Investigador Responsable

Firma Fecha:

)

Dpto. de Odontologia Patologia/Olivos N°943, Independencia®: 9781839/Casilla 1903

ANEXO 5: Desmineralizacion, deshidratacion e inclusién en parafina de muestras
Desmineralizacion
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10.5 ANEXO 5: DESMINERALIZACION, DESHIDRATACION E INCLUSION DE
MUESTRAS EN PARAFINA

10.5.1 Desmineralizacion

Las muestras seran colocadas en un contenedor y cubiertas por completo
con solucion acuosa de EDTA al 10%, pH 7,4 y sometidas a radiacion de
microondas por 108 ciclos de 2 min de duracién. Durante todo el tiempo el
contenedor con las muestras sera expuesto a microondas rodeado de abundante
hielo para mantener un control de la temperatura de modo que no supere los 37°C.
El hielo sera reemplazado a medida que sea requerido. La solucién de EDTA 10%
sera cambiada cada 56 ciclos. Al terminar el proceso de desmineralizacion las
muestras seran lavadas profusamente con agua corriente y pasadas a solucion de
PBS 1X durante 48hr

10.5.2 Deshidratacion e inclusion en parafina

Las muestras seran deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol (95°
y 100°) de la siguiente manera:

- 3 bafos de etanol 95°, de 2 horas cada uno.

- 2 baios de etanol 100°, de 3 horas cada uno.

- Posteriormente seran sometidas a 2 bafios de Xilol, de 3 horas cada uno para

su aclaramiento.

Posteriormente se realizara impregnacion de las muestras en 2 bafios de
parafina de 24 horas cada uno a 60°C para finalmente ser incluidos en cubos de
parafina.
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10.6 ANEXO 6: TECNICAS DE,TINCIC')N HISTOLOGICAS: HEMATOXILINA &
EOSINA (H/E), AZUL ALCIAN Y SAFRANINA O

10.6.1 H/E

e Desparafinar cortes mediante bafios de 10 minutos en xileno (2 bafos),
alcohol 100° (2 bafios), alcohol 95° (2 bafios) y agua destilada (2 bafios) de
forma secuencial.

e Sumergir muestras desparafinadas en hematoxilina de Harris durante 2
minutos.

e Lavar en agua corriente por 3 minutos.

e Sumergir por 3 minutos en eosina

e Lavado con agua corriente por 3 minutos

e Deshidratar los cortes recién tefildos en alcohol en concentraciones
crecientes 95°y 100° (2 bafios de 10 min c/u) y xilol (2 bafios de 10 min c/u),
para su montaje final con cubreobjetos usando el polimero de metacrilato Flo-

Tex (Laboratorios Lerner).

10.6.2 Azul Alcian

e Desparafinar cortes mediante bafios de 10 minutos en xileno (2 bafios),
alcohol 100° (2 bafios), alcohol 95° (2 bafos) y agua destilada (2 bafios) de
forma secuencial.

e Sumergir muestras desparafinadas durante 45 min en Azul Alcian

e Lavado con agua destilada por 1 minuto

e Sumergir por 2 min en hematoxilina

e Lavado en agua corriente por 2 minutos

e Sumergir en eosina por 30 segundos

e Lavado en agua corriente por 2 minutos

e Deshidratar los cortes recién tefiidos en alcohol en concentraciones
crecientes 95° y 100° (2 bafios de 10 min c/u) y xilol (2 bafios de 10 min c/u),
para su montaje final con cubreobjetos usando el polimero de metacrilato Flo-

Tex (Laboratorios Lerner).
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10.6.3 O-Safranina

Desparafinar cortes mediante bafios de 10 minutos en xileno (2 bafios),
alcohol 100° (2 bafios), alcohol 95° (2 bafios) y agua destilada (2 bafios) de
forma secuencial.

Sumergir muestras desparafinadas en hematoxilina de Harris durante 2
minutos.

Lavado en agua corriente por 10 min

Sumergir en verde rapido 5 min

Lavado en &cido acético al 1% por 10 segundos

Sumergir en Safranina O durante 30 min

Deshidratar los cortes recién tefiidos en alcohol en concentraciones
crecientes 95° y 100° (2 bafios de 10 min c/u) y xilol (2 bafios de 10 min c/u),
para su montaje final con cubreobjetos usando el polimero de metacrilato Flo-

Tex (Laboratorios Lerner)
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10.7 ANEXO 7: TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica inmunohistoquimica consistio en lo siguiente:

e Desparafinar en alcoholes descendentes hasta agua destilada

e Lavado en Tampdn PBS (10 min)

e Recuperacion Antigénica con Buffer citrato pH6 precalentado en vaporera por
10 minutos, incubar 20 minutos y luego enfriar rapidamente en hielo hasta lograr
temperatura ambiente.

e Lavado en Tampoén PBS (40 min).

e Marcado con lapiz hidrofobo individualizando cada corte por separado

e Bloqueo de peroxidasa endogena con H202 en metanol al 3% durante 20
minutos a temperatura ambiente.

e Lavado en Tampdn PBS (30 min)

e Blogueo 2 de peroxidasa enddégena con componente del kit Peroxidasa Blocker
por 20 min a T° ambiente en camara humeda.

e Lavado en Tampo6n PBS (40 min).

¢ Incubacion con anticuerpo primario COL2A1, Vimentina humana y Osteocalcina
humana en concentracion 1:250 pL, 1:40 pL y 1:100 pL respectivamente,
preparado en Background blocker (Bio SB ImmunoDNA Background blocker
BSB0104) en camara humeda toda la noche a 4°C.

e Lavado en Tampdn PBS (2 cambios de 25 min cada uno)

¢ Incubacion con Biotina (Bio SB Immuno Detector Biotinylated Link BSB0003) 20
min a T° ambiente en cdmara humeda

e Lavado en Tampon PBS (60 min)

e Incubacion en HRP LABEL (Bio SB ImmunoDetector HRP Label BSB0003) (60
min)

e Lavado en Tampodn PBS (60min)

e Incubacion en DAB (Bio SB DAB Buffer Substrate BSB0003, Bio SB DAB
Chromogen BSB0003) entre 1min a 1min 30seg para COL2A1 y para Vimentina
humana a T° ambiente

e Lavado en Agua Destilada por 15 min

e Tincion de contraste con hematoxilina

e Hidratacion y montaje de la muestra



10.8 ANEXO 8:

Tabla
Resumen de Resultados generales presencia de cartilago
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1 1082292 | Carrier+Células Si Defecto vacio No 30 Dias
2 04874 Carrier+Células Si Carrier+Células No 30 Dias
3 1082297 | Carrier+Células No Carrier+Células Si 30 Dias
4 1082299 | Carrier+Células Si Carrier+Células No 30 Dias
5 R2M1 Carrier+Células No Carrier+Células Si 30 Dias
6 97929 Carrier+Células Si Carrier+Células Si 90 Dias
7 2M2T Carrier+Células Si Defecto Vacio No 90 Dias
8 721089 | Carrier+Células Si Carrier+Células No 90 Dias
9 R23M Carrier+Células No Carrier+Células Si 90 Dias
10 3037662 |Carrier+Células No Carrier+Células No 90 Dias




