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5. DISCUSION

5.1. Justificacion de la metodologia cientifica empleada y principales

limitaciones de los estudios presentados

La utilizacién de células madre en los procedimientos de ingenieria tisular
ha demostrado ser una técnica predecible con resultados prometedores,
especialmente en la reconstruccion de defectos dseos criticos de los
maxilares (5,6,51,107). El descubrimiento de fuentes de células madre
alternativas a las procedentes de la médula 6sea, como las del tejido
adiposo, ha obligado a determinar sus posibles aplicaciones mediante
modelos experimentales. La principal limitacion de nuestros estudios esta
en la dificultad de comparar los resultados obtenidos con otras
publicaciones, a pesar de haber seguido la guia ARRIVE para garantizar la
reproducibilidad en estudios experimentales (108,109). Esto es debido a la
escasez de estudios publicados y a la heterogeneidad de los modelos
utilizados hasta el momento con células madre adiposas en técnicas
regenerativas de defectos 6seos. Delgado-Ruiz y cols.(108) llegan a la
misma conclusién en una revision sistematica en la que analizan los
estudios publicados sobre regeneracion Osea en defectos criticos en calota
de conejo, encontrando limitaciones principalmente respecto a la falta de
homogeneidad en la definicion de los defectos criticos y en las técnicas de

analisis histomorfométrico utilizadas.

La seleccion de perros para esta linea de investigacion se debe a la
estandarizacion de este animal de experimentacion en el estudio del
tratamiento de defectos de tipo dehiscencia asociados a la colocaciéon de
implantes, tal y como lo demuestran diversas publicaciones (40,44—46,109).

Los defectos de tipo dehiscencia se caracterizan por la afectacion de la
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cortical vestibular reduciendo el reborde 6seo alveolar disponible en
sentido horizontal pero sin compromiso del componente vertical. Diversos
estudios de RO asociada a implantes han utilizado este tipo de defecto 6seo,
ya que se considera un defecto critico con una elevada prevalencia en la
practica diaria implantolégica, que resulta facilmente reproducible y util

para su comparacion interindividuo e intraindividuo (40,44—46).

En la actualidad se adopta la definicién de defecto critico propuesta por
Cooper y cols.(110), en la que lo describe como el defecto de tamafio mas
pequefio que no es capaz de regenerarse espontdineamente cuando se deja
sin tratar durante un cierto periodo de tiempo. Esta definicion podria
generar controversia si se asocia a defectos del tipo dehiscencia,
especialmente si atendemos a su tamafio y al grado de compromiso del
implante, ya que algunos autores sugieren que los defectos de tipo
dehiscencia tendrian una cierta capacidad de regeneracion espontdnea
pudiendo sesgar el verdadero potencial de las técnicas y biomateriales

estudiados (111,112).

Con el objetivo de cumplir las bases fundamentales de cualquier estudio en
un modelo animal, ambos trabajos de experimentacion se llevaron a cabo
de forma paralela y simultineamente en la misma muestra para cumplir las
directrices de “la triple R” (reemplazar, refinar y reducir) de Russell y
Burch, como imperativo ético para garantizar un uso racional y de calidad
en investigacion con animales de experimentacion, evitando ademads la

posibilidad de crear un sesgo en los resultados (113,114).

La utilizacion de perros como animal de experimentacion tiene algunas
desventajas, tal y como se observo durante el postoperatorio y en el analisis
histomorfométrico, a pesar del proceso de refinamiento llevado a cabo en

un perro piloto previo a los estudios presentados. La apariciéon de
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dehiscencias en algunas heridas asi como la contaminacién de los defectos
control con biomaterial particulado procedente de los defectos vecinos
pudo alterar parte de los resultados. Khoshzaban y cols.(115) asocian esta
contaminacion a las maniobras en el momento de la sutura de la incision asi
como por los propios movimientos del animal, pudiendo representar un
sesgo importante en los resultados registrados. Asimismo, la falta de
estabilizacion de la membrana sobre los defectos mediante algin sistema
de fijacidon, pudo comprometer la cantidad de area regenerada asi como
favorecer el desplazamiento del biomaterial (116,117). Mir y cols. (116)
concluyen que la utilizacion de chinchetas para fijar la membrana de
colageno mantiene de forma estable el biomaterial particulado colocado en
el 4rea de regeneracion de defectos de tipo dehiscencia asociados a la
colocacion simultanea de implantes, con resultados equivalentes a los

observados al utilizar un sustituto 6seo en forma de bloque.

Otro factor a tener en cuenta en nuestros trabajos es el biomaterial utilizado
como estructura de soporte y la biomolécula de recubrimiento. En la
actualidad no existe consenso respecto al tipo de andamio/carrier o el tipo
de biomoléculas de eleccion en procedimientos de regeneracion de defectos
6seos como sustitutos del hueso autdlogo, a pesar de que los resultados
obtenidos en procedimientos de ingenieria tisular son satisfactorios con
diversas combinaciones (49). La matriz extracelular del tejido 0Oseo
presenta un tamafio y una forma de poro variable, asi como una
distribucion aleatoria dificilmente adquirida en los biomateriales,
independientemente del origen. Ademas, a pesar de que las biomoléculas y
los factores de crecimiento que intervienen en cada una de las fases de la
RO estan descritas de forma precisa, su funcidn estaria supeditada a unas
cantidades minimas que variarian de acuerdo a la localizacién anatémica,

siendo dificil calibrar con exactitud su potencial osteoinductor (51).

94



Utilizacidn de células madre adiposas en procesos de regeneracién ésea guiada en
defectos de tamaiio critico de la cortical vestibular.

La ausencia de un grupo tratado inicamente por un biomaterial recubierto
con cé¢lulas madre adiposas (B-TCP-ADSCs) representa otra posible
limitacion de ambos estudios. Sin embargo, la eficacia demostrada por las
ADSCs en procesos de regeneracion oOsea (82,118-120), asi como las
dificultades técnicas para poder generar y distribuir todos los defectos en el
espacio disponible en una hemimandibula, limitd6 el numero de grupos
estudio. Los grupos seleccionados fueron los que se consideraron de interés

debido a la falta de estudios previos en un modelo in vivo experimental.
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5.2.  Elpapel de las células madre en procesos de regeneracion osea: Las

celulas madre adiposas frente a las células madre de médula osea v

otros sustitutos oseos.

Los procedimientos de ingenieria tisular basados en la utilizacion de
c€lulas madre de médula 6sea se han aplicado con éxito en diferentes
técnicas de RO de los maxilares (85,96,97,121). Diversos autores
concluyen que las células madre medulares en combinacién con una matriz
de soporte obtienen los mejores resultados (96,98,122,123), registrando
indices de formacién d6sea muy similares a los obtenidos injertando

unicamente hueso autélogo (98,124).

La utilizacion de células madre procedentes del tejido adiposo en los
procedimientos de RO surge como alternativa al uso de las procedentes de
la médula 6sea, principal exponente en el campo de la ingenieria tisular,
con ¢l objetivo de disminuir la morbilidad de la zona donante, asi como de
obtener un elevado numero de células, limitaciones asociadas a los

procesos de aspiracion medular (75,88,118).

A pesar de que diversos estudios ponen de manifiesto las similitudes entre
las células madre de ambas procedencias respecto al fenotipo y origen
embrioldgico (70,82,118,125), otros autores insisten en la menor capacidad
de diferenciacidon hacia osteoblastos de las procedentes del tejido adiposo,
lo que puede ser una limitacion en la RO (88,126,127). Han y cols. (71),
sin embargo, demuestran que a pesar de que la tasa de diferenciacion de
c¢lulas madre adiposas en osteoblastos es menor, la cantidad de hueso
regenerado es similar al de las células procedentes de la médula 6sea en el
mismo periodo de tiempo. Asimismo, Stockmann y cols.(128) y Kang y
cols.(129) no sdlo registran unos resultados similares en cuanto a la tasa de

formacion 6sea al comparar ambos tipos de células madre, sino que
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también son similares a los obtenidos con células madre procedentes del

periostio o bien del cordén umbilical.

Considerando los resultados presentados por estos autores (71,128,129),
parece evidente que la capacidad osteogénica de las células madre de
origen adiposo es equiparable a la de las procedentes de la médula o6sea, a
pesar de las posibles limitaciones. No obstante, en nuestro caso no es
posible la comparacion de forma rigurosa de los resultados referentes a los
indices de formacion 6sea con los obtenidos por otros autores al utilizar
c¢lulas madre procedentes de médula 6sea. Esto es debido a la dificultad de
extrapolar nuestros datos con los registrados en otros modelos de

experimentacion en los que no se ha utilizado la misma metodologia.

La intervencion de otros factores, ademas de la capacidad de diferenciacion
de las propias células madre, explicaria las similitudes en los resultados
obtenidos en diferentes estudios histomorfométricos al comparar ambos
tipos de precursores celulares (medula 6sea y tejido adiposo) en técnicas de
RO. Diversos autores sugieren que la regeneracion dsea se desencadena a
través de dos procesos de forma paralela y simultanea: la regeneracion osea
directa y la indirecta (69,71,72). En la via directa es el potencial de
diferenciacion de las células madre hacia células osteoinductoras
(osteoblastos) y la expresion de fosfatasa alcalina (las células madre
adiposas expresan menos fosfatasa alcalina que las células madre
procedentes de la médula 6sea) lo que llevaria a cabo el proceso de
formacion 6sea. Por su parte, en la via indirecta intervendrian factores
secundarios (mediadores) inducidos por las células madre, precipitando la
cascada de fendmenos que darian lugar a la formacion del tejido dseo.
Entre estos factores destaca la sintesis de coldgeno tipo I, el efecto de la
osteocalcina en la matriz sintetizada por las células madre, asi como la

expresion de diversos factores crecimiento y proteinas especificas como la
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osteopontina y las BMP (principalmente la BMP-II) (71). Por este motivo,
para poder determinar la verdadera capacidad osteogénica de las células
madre, independientemente de su origen, es necesario realizar més estudios
considerando todos los posibles factores que estarian involucrados en los

procesos de RO.

La capacidad de las células madre procedentes de tejido adiposo de inducir
la formacion de tejido 6seo las convierte sin lugar a dudas en una buena
alternativa al hueso autélogo en los procedimientos de RO de defectos
maxilares (82,118,119,126). No obstante, la capacidad osteoformadora de
este tipo de células madre no parece ser mayor frente al hueso autélogo u
otros sustitutos o¢6seos en las mismas condiciones (87,130,131),
caracteristica también observada en nuestros resultados. El recubrimiento
de un biomaterial con células madre adiposas y fibronectina (S-TCP-Fn-
ADSCs) no supuso un mayor grado de formacion osea frente a otros tipos
de biomateriales particulados (5-TCP o p-TCP-Fn) o al defecto control en
cada uno de los tres tiempos analizados en ambos estudios experimentales,
a pesar de que la fibronectina aumenta la adhesion de las células madre a

las particulas de material fosfocélcico.

Diversos autores se encuentran en las misma situacion al comparar el
potencial osteogénico de las células madre adiposas frente a otros sustitutos
6seos. Pourebrahim y cols. (130) obtuvieron una menor tasa de formacién
de tejido Oseo al comparar los resultados del tratamiento de fisuras
alveolares creadas en el maxilar superior de perros entre un biomaterial
bifasico de hidroxiapatita/B-fostato tricalcico recubierto con células madre
adiposas respecto al hueso autdlogo. Bohnenblust y cols. (131), por su
parte, concluyen que la presencia de células madre adiposas en defectos
criticos de calota de rata no incrementa la densidad 6sea frente a la

utilizacion Unicamente de un aloinjerto. Han y cols. (87) en defectos
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criticos de calota de conejo, tampoco encontraron diferencias en el grado
de formacion dsea entre defectos tratados con células madre adiposas,
defectos regenerados con una matriz de hueso desmineralizado o bien una

combinacion de ambos.

Las semejanzas en la metodologia empleada en nuestros estudios permite la
comparacion de los resultados observados conjuntamente, mostrando unos
indices de formacidén oOsea satisfactorios tanto de forma previa como
simultinea a la colocacion de implantes utilizando un biomaterial
osteoconductor con diferentes tipos de recubrimiento. No obstante, es
importante destacar que los porcentajes de tejido 6seo neoformado en cada
uno de los estudios presentados no siguieron la misma evolucién a lo largo
del tiempo. En el segundo estudio no se observaron diferencias entre los
tres tiempos, independientemente del tipo de defecto analizado (control, /-
TCP, p-TCP-Fn o p-TCP-Fn-ADSCs), en comparacion con los datos
observados en el primer estudio, donde todos los defectos presentaron un
incremento significativo de la matriz o6sea neoformada conforme
aumentaba el periodo de cicatrizacién. Sin embargo, este proceso no tuvo
lugar siguiendo un patrén uniforme en todos ellos. Mientras que en los
defectos control el crecimiento significativo tuvo lugar en el segundo mes
del postoperatorio, el incremento en los defectos con S-TCP o bien los que
contenian Sf-TCP-Fn-ADSCs fue significativo al tercer mes de cicatrizacion.
Tan so6lo los defectos tratados con f-TCP-Fn mostraron un incremento
progresivo lineal a lo largo de los tres meses. Debido a las discrepancias
observadas al comparar ambos estudios, consideramos que los resultados
referentes al patron de formacion osea a lo largo del tiempo teniendo en
cuenta el tipo de recubrimiento no serian concluyentes, siendo necesarios

mas estudios en esta linea de investigacion que puedan confirmar el posible
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papel asi como el beneficio de la utilizacion de células madres adiposas en

este proceso o de la fibronectina como Unico recubrimiento.

Asimismo, el hecho de no observar diferencias en ambos estudios en
cuanto a la cantidad de tejido 6seo neoformado entre los defectos control y
los tratados con un biomaterial particulado (5-TCP, f-TCP-Fn, f-TCP-Fn-
ADSCs), podria apoyar la teoria de la capacidad de regeneracion
espontanea de este tipo de defectos maxilares (111,112), camuflando el
potencial osteogénico de las células madre adiposas. Si tenemos en cuenta
este aspecto, se deberia valorar con precaucion los resultados de ambos
estudios ya que en un principio el disefio perseguia la creacion de un
defecto critico que favoreciera el colapso del area regenerada e impidiera la
capacidad de restitucion espontdnea a su situacion original, siendo por lo
tanto necesario modificar el defecto o el modelo experimental para
confirmar el verdadero potencial regenerador de las células madre adiposas.
Otra posibilidad seria modificar el tiempo, acortando los periodos en los
que se obtienen las muestras, convirtiendo asi un defecto subcritico en
critico o bien dejando el defecto control sin el recubrimiento de la

membrana de coldgeno.

Otro factor que podria modificarse en un disefio experimental futuro seria
la eleccidon del género del animal asi como su edad. A pesar de que las
hembras presentan un mayor porcentaje de grasa abdominal, lo que facilita
una obtencidon mas comoda de tejido adiposo, las células madre
mesenquimales procedentes de esta zona donante presentan una menor
capacidad de diferenciacion hacia la estirpe osteogénica respecto a los
machos, tal y como se ha comentado anteriormente (83,84), o bien podrian
utilizarse animales de mayor edad con un menor potencial de regeneracion

espontanea.
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5.3.  El efecto de las céelulas madre adiposas en los procesos de

oseointegracion de implantes dentales.: Porcentaje de contacto

hueso/implante -Bone implant contact- (BIC).

La colocacion de implantes de forma simultdnea a procedimientos de RO
muestra unos porcentajes de superviviencia a largo plazo de los implantes
similares a los colocados en hueso nativo en zonas con un volumen de dseo
adecuado (132,133). Ademads, la regeneracion de defectos de tipo
dehiscencia asociados a la colocacion simultanea de implantes, ha
registrado buenos resultados al analizar el 4rea total de regeneracion asi
como el porcentaje de BIC utilizando diversos tipos de biomateriales y

membranas. (45,46,111,134).

Los valores de BIC en defectos regenerados con un biomaterial recubierto
de células madre adiposas y fibronectina (f-TCP-Fn-ADSCs) fueron, en
términos generales, inferiores a los obtenidos por otros autores con hueso
autdlogo u otros tipos de biomateriales en periodos de cicatrizacion
equivalentes (45,46,111,134). No obstante, fueron similares a los obtenidos
en estudios con modelos experimentales en los que los defectos fueron
tratados con células madre procedentes de medula 6sea (122,135). Autores,
como Ribeiro y cols. (135), observaron un mayor porcentaje de hueso
neoformado y de BIC en los defectos de tipo dehiscencia tratados con
c¢lulas madre procedentes de la médula dsea frente a los defectos control a
los tres meses de cicatrizacion. Ito y cols. (122) en otro estudio
experimental en el que se regeneraron defectos criticos de forma
simultdnea a la colocacién de los implantes, también obtuvieron unos
porcentajes de BIC muy superiores cuando se utilizd6 una combinacion de

c¢lulas madre procedentes de médula 6sea con plasma rico en plaquetas
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(PRP) y gel de fibrina frente al resto de grupos de estudio transcurridas 4 y

& semanas de cicatrizacion.

En ambos estudios (Ribeiro y cols. (135) e Ito y cols. (122) ) la utilizacion
de precursores celulares mejoré los resultados de BIC al compararlos con el
resto de grupos estudio o los defectos control. Sin embargo, los resultados
de nuestro segundo estudio al utilizar células madre adiposas no solo
muestra valores equivalentes frente al resto de grupos a los tres meses de
oseointegracion, sino que los valores del segundo mes de cicatrizacion
fueron estadisticamente inferiores a los obtenidos en el grupo control
(p=0,012) o en los que se utilizdé un biomaterial recubierto con fibronectina,
aunque en este ultimo caso solo ligeramente (S-TCP-Fn) (p=0,041),
pudiéndose afirmar que existe una tendencia a igualar los resultados a los
del grupo control. Este comportamiento durante el segundo mes de
cicatrizacion podria estar vinculado a un mayor porcentaje de particulas de
biomaterial presente en los defectos tratados con f-TCP-Fn-ADSCs (figura
14), que unido a su baja tasa de reabsorcidén durante los primeros meses de
cicatrizacion, podria dificultar la neorformacion de tejido mineralizado en
contacto con la superficie del implante. Asimismo, autores como Mankani
y cols. (100) establecen que el tamafio de la particula influye directamente
en la capacidad de formacién o6sea al combinarlas con células madre,
siendo las dimensiones entre 0,1-0,25 mm las que registraron los mejores
resultados. Si atendemos al hecho de que el tamafo medio de particula
utilizado en ambos estudios fue superior al propuesto idealmente (0,25-1
mm), la capacidad oseoformadora de las células madre se ha podido ver

comprometida.

Otro factor diferenciador de estos estudios respecto al nuestro, es que en
ambos se utilizd6 una membrana no reabsorbible reforzada con titanio para

cubrir el defecto creado, permitiendo posiblemente un mejor
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mantenimiento del espacio asi como una mayor estanqueidad de la zona,
factores decisivos en cualquier proceso de RO. No obstante, Schwarz y cols.
(26) no confirmarian esta hipdtesis dado que no encontraron diferencias en
los porcentajes de BIC al comparar diferentes tipos de membrana en la
regeneracion de defectos de tipo dehiscencia a las 12 semanas de

cicatrizacion.

El hecho de que en nuestro segundo estudio la utilizacion de células madre
adiposas no mejorara los resultados de BIC frente al resto de grupos a lo
largo de los tres meses de cicatrizacion, podria explicarse por la
confluencia de diferentes factores de confusion, especialmente durante las
etapas iniciales. En primer lugar, si consideramos que el papel de las
c€lulas madre tiene lugar durante las primeras fases de la osteogénesis
(regeneracion Osea directa), ésta se pudo ver comprometida por las
complicaciones postoperatorias inmediatas (dehiscencias y pérdida de
biomaterial), que afectaron principalmente al grupo de células madre
adiposas (figura 14). En el segundo mes de cicatrizacion, sin embargo, la
situacidén se invierte, siendo el grupo de células madre adiposas la que
registra unos valores de biomaterial particulado notablemente alto al
compararlo con el resto de grupos. La formacion de tejido mineralizado en
el area de regeneracion asi como en contacto con la superficie del implante
se pudo ver afectada debido al empaquetamiento de un biomaterial que
presenta una tasa de reabsorcion limitada en etapas prematuras. Este factor
unido a las dimensiones de la particula utilizada podrian ser la causa de que
el grupo de células madre adiposas fuera el que registro porcentajes de BIC
estadisticamente inferiores frente al grupo control o el grupo tratado con un

biomaterial recubierto de fibronectina.

Es importante tener en cuenta que la falta de datos a cerca del uso de

c¢lulas madre de origen adiposo en procesos de regeneracion de defectos
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criticos asociados a la colocacion simultdnea de implantes, no permite la

comparacion de los resultados de nuestro segundo estudio.
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5.4.  Las propiedades del (-fosfato tricalcico y la fibronectina como

adyuvantes en técnicas de ingenieria tisular con células madre

adiposas.

I. El fosfato tricdlcico

El sustituto 6seo ideal, desde un punto de bioldgico y biomécanico, debe
cumplir de forma eficiente las funciones de mantenedor de espacio asi
como de ser un material biodegradable que permita el reemplazo
progresivo por hueso neoformado. Ademas, la utilizacion de determinados
biomateriales como vehiculos para el trasporte de células madre podria
tener un efecto positivo en los procesos de RO de defectos criticos, ademas

de actuar como un elemento osteoconductor (87).

En la actualidad no existe evidencia suficiente sobre el tipo de soporte ideal,
condicionado en muchas ocasiones por las dimensiones del defecto. Se han
obtenido resultados prometedores con la combinacién de células madre con
plasma rico en plaquetas (PRP), (85,86), gel de fibrina (71,87-89),
polimeros de acido polilactico (PLA) (90,91), una matriz extracelular
sintética (92) o bien la utilizacidon de un sustituto 6seo alogénico (87,93) o
sintético (96,98). No obstante, el uso de biomateriales ceramicos sintéticos
(hidroxiapatita y fosfato tricalcico) han demostrado mejores condiciones al

combinarlos con células madre de médula dsea en procesos de RO (50).

Las propiedades de biocompatibilidad, elevada oseoconductividad asi
como su falta de inmunogenicidad, convierten al fosfato tricalcico en un
biomaterial de eleccion en técnicas de RO (96—-100). Ademas, su capacidad

de actuar como vehiculo/carrier en combinacion con células madre ya ha
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demostrado resultados satisfactorios en procedimientos de ingenieria tisular
(96,98,115). Otra de las propiedades del fosfato tricalcico es que al tratarse
de un sustituto 6seo con una elevada tasa de reabsorcidn, se facilita su
sustitucion por hueso neorformado (111,136). En ninguno de los dos
estudios presentados, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la cantidad de biomaterial particulado, tejido
mineralizado o tejido no mineralizado al analizar los tres grupos estudio,
teniendo en cuenta el tipo de recubrimiento (5-TCP, f-TCP-Fn, p-TCP-Fn-
ADSCs) o el tiempo de cicatrizacion (T1, T2 y T3).

Sin embargo, la cantidad de tejido no mineralizado en los grupos control
del segundo estudio si que mostrd variaciones significativas considerando
el tiempo de cicatrizacion, observdndose un incremento al segundo mes.
Estas variaciones en el tejido no mineralizado no fueron observadas en los
defectos control del primer estudio, como consecuencia posiblemente de un
mayor grado de contaminacidn del drea regenerada (6.98% de superficie de
estudio contaminada del primer estudio respecto al 5.56% del segundo).
Debido a que el metabolismo de los perros es méas acelerado que en el
humano y a que los defectos control presentaban un menor grado de
contaminacion, las diferencias observadas en los defectos regenerados
asociados a implantes se pueden deber al remodelado del hueso autdégeno
durante las fases de cicatrizacion tal y como proponen Schwarz y cols.

(26,137).

Creemos que esta mayor contaminacion de los defectos control del primer
estudio se explicaria por el hecho de que la morfologia del defecto
presentaba mayor capacidad contenedora, mientras que en el segundo
estudio el area analizada no solo era menor (se limitaba a la zona vestibular

del implante, figura 13) sino que la colocacién del implante de forma
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simultanea reduciria el espacio disponible en el interior del defecto y

dificultaria la entrada de particulas.

Es precisamente la contaminacion de los defectos control con biomaterial
de regeneracion procedente de los defectos vecinos uno de los elementos de
sesgo importantes en nuestros estudios, debido seguramente a la utilizacidén
de un biomaterial particulado de gran tamafo en relacion con la magnitud
de los defectos y a la falta de cohesion de este material a pesar de estar
rehidratado antes de su uso. Para obviar este factor, Takahashi y cols. (44)
concluyen en su articulo que la utilizacion de fosfato tricalcico en esponjas
de colageno facilita su manipulacion frente al biomaterial granulado,
estando especialmente indicado en los procedimientos de preservacion
alveolar con defectos oOseos vestibulares de tipo dehiscencia. Benic y
cols.(138) se encuentran en la misma linea concluyendo que a pesar de no
existir diferencias en la cantidad de tejido 6seo neoformado en procesos de
ROG de defectos de tipo dehiscencia entre un biomaterial particulado y un
bloque de xenoinjerto, este Ultimo mantiene de forma mdas estable el
contorno del proceso alveolar. Ademads, tal y como se ha comentado
anteriormente, el tamafio de particula utilizado en ambos estudio presenta
un diametro superior al recomendado por Mankani y cols. (100), factor que
parece influir directamente en la capacidad oseoformadora de las células
madre, como se ha comprobado con los resultados de los defectos

regenerados con f-TCP-Fn-ADSCs de los estudios presentados.

Es importante tener en cuenta que la falta de plasticidad de los
biomateriales particulados dificulta la adaptacion de forma eficaz a la
morfologia de algunos defectos (defecto de tipo de dehiscencia),
especialmente si son de tamafio reducido, y favorece la contaminacion de
los defectos vecinos durante las maniobras de sutura del campo quirtirgico

asi como por los propios movimientos del animal, pudiendo generar un
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sesgo en los resultados debido a la técnica y al modelo de estudio (115). Es
por este motivo que la utilizacion de biomateriales con una cierta
plasticidad, como el gel de fibrina o el PRP, facilitaria su manipulacion y
adaptacion y favorecerian su estabilidad e inmovilidad en los

procedimientos de ingenieria tisular con células madre (124,139).

La utilizacion de un biomaterial con un tamafo de particula superior al
recomendado (entre 0,25-1mm), el hecho de encontrar contaminada el area
de estudio de los defectos control por la proximidad entre los defectos
creados, asi como cubrirlos con una membrana de colageno, y la posible
capacidad de regeneracion espontdnea, creemos que pueden constituir
factores de confusion suficientes para que no se registraran diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad y calidad de hueso
neoformado entre las zonas tratadas con un biomaterial particulado (5-TCP,
S-TCP-Fn, f-TCP-Fn-ADSCs) y los defectos control en ambos estudios, a

pesar de ser disefiados con un tamafio critico.

ii. La fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina de la matriz extracelular que entre sus
multiples funciones favorece la adherencia, diferenciacion y expansion
celular. La utilizacion de fibronectina en combinacion con un xenoinjerto o
un biomaterial ceramico (fosfato célcico) ha demostrado que incrementa la
adhesion celular, especialmente en las primeras horas tras su cultivo (140).
Esta propiedad de la fibronectina, al igual que la de algunos polimeros
como el colageno o la vitronectina, adquiere especial relevancia en
procedimientos de regeneracion de defectos Oseos, favoreciendo Ia
adhesion de células madre o de osteoblastos al combinarla con

determinados biomateriales (90,141-143).
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Los defectos del primer estudio tratados con un biomaterial recubierto con
fibronectina y células madre adiposas (S-TCP-Fn-ADSCs), fueron los
unicos que presentaron un incremento estadisticamente significativo en la
cantidad de area regenerada conforme aumentaba el tiempo de cicatrizacion
cuando no se utilizaba simultineamente con la colocacion de implantes
dentales. El efecto acelerador de la fibronectina en los procesos de RO
unido a las propiedades inherentes de las células madre adiposas podria
estabilizar de forma mas rapida el tejido regenerado, contrarrestando las
fuerzas compresivas del tejido blando durante la cicatrizacion y
manteniendo el espacio en defectos criticos evitando su colapso. No
obstante, esta combinacion no parece mejorar el porcentaje de darea
regenerada asi como de tejido mineralizado al compararlo con el resto de
grupos (S-TCP, p-TCP-Fn) o con el defecto control en cada uno de los tres

tiempos postoperatorios analizados en ambos estudios.

Del mismo modo, si atendemos a los porcentajes de BIC en el segundo
estudio, no observamos diferencias estadisticamente significativas a los tres
meses entre los grupos en los que se utilizd un biomaterial con fibronectina
(B-TCP-Fn-ADSCs y p-TCP-Fn) y los que no (5-TCP y grupo control).
Ademads, es importante destacar que los defectos con células madre
adiposas y fibronectina (f-TCP-Fn-ADSCs), mostraron incluso valores
estadisticamente inferiores respecto a los defectos tratados unicamente con

fibronectina (S-TCP-Fn) a los dos meses (p=0.041).

Todas estas circunstancias hacen que no puedan confirmarse las ventajas de
la utilizacion de la fibronectina como recubrimiento de un biomaterial
ceramico o en combinacion con células madre adiposas en procedimientos
de RO de defectos de tipo dehiscencia asi como durante el proceso de

oseointegracion de implantes en este modelo de estudio.
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6. CONCLUSIONES

1.

2.

3.

Teniendo en cuenta las limitaciones de ambos estudios
experimentales, el porcentaje de tejido 6seo neoformado en defectos
criticos de la cortical vestibular tratados con S-TCP-Fn-ADSCs no
fue superior al registrado con S-TCP so6lo o recubierto con
fibronectina (B-TCP-Fn), independientemente de la colocacion
simultanea de implantes. Asimismo, ninguno de los tres grupos
estudio se mostraron superiores frente a los defectos control. Sin
embargo, la utilizacion de células madre adiposas y fibronectina
recubriendo un material fosfocalcico mantiene el espacio regenerado

de forma mas eficiente a los tres meses de cicatrizacion.

El recubrimiento de un biomaterial fosfocalcico con células madre
adiposas y fibronectina (f-TCP-Fn-ADSCs) no mejor6 los
porcentajes de BIC frente a otros sustitutos 6seos o al defecto control

a los tres meses de cicatrizacion.

Todos los defectos regenerados sin la colocacion de implantes
mostraron un incremento significativo de matriz 6sea neoformada a
lo largo del tiempo, independientemente del tipo de recubrimiento,
aunque no siguiendo un patréon uniforme. El hecho de no observarse
diferencias significativas entre los defectos regenerados y el defecto
control en ambos estudios estaria asociado a factores de confusion
(el disefio del defecto, el tamafio de particula, a la contaminacioén por
material de regeneracidon de los defectos adyacentes asi como por el

hecho de cubrirlos con una membrana de colageno).
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4. Los implantes regenerados con un biomaterial recubierto con células
madre adiposas y fibronectina no sélo no mejoré los indices de BIC
a lo largo de los tres meses de cicatrizacion frente al resto de
defectos sino que incluso registrd valores estadisticamente inferiores
a los defectos tratados con f-TCP-Fn o al defecto control a los dos

meses de cicatrizacion (p=0.041 y p=0.012).

5. La combinacion de células madre adiposas con fibronectina como
recubrimiento de un biomaterial fosfocélcico no parece incrementar
el porcentaje de hueso neoformado en contacto con las particulas en

procesos de regeneracion de defectos criticos de la cortical vestibular.
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Assessment of Bone Regeneration Using Adipose-Derived
Stem Cells in Critical-Size Alveolar Ridge Defects:
An Experimental Study in a Dog Model

Joaquin Alvira-Gonzalez, DDS, MS!/Maria Angels Sanchez-Garcés, MD, DDS, PhD2/
Joan R. Barbany Caird, MD, ScB, PhD3/Manuel Reina del Pozo, PhD*/
Claudia Miiller Séanchez, PhD3/Cosme Gay-Escoda, MD, DDS, MS, PhD®

Purpose: To assess bone regeneration potential of a fibronectin- and adipose-derived stem cell-covered ceramic
biomaterial in three-wall critical-size alveolar ridge defects. Materials and Methods: In 18 dogs, four dehiscence-
type and critical-size defects were created surgically in the edentulous alveolar ridge. Defects were randomly
regenerated using biomaterials coated with particulate -tricalcium phosphate (8-TCP), 8-TCP with fibronectin (Fn)
(B-TCP-Fn), and B-TCP with a combination of Fn and autologous adipose-derived stem cells (ADSCs) (8-TCP-Fn-ADSCs),
leaving one defect as control. The animals were divided into three groups according to the time of euthanasia (1,
2, or 3 months of healing). Results: At the time of sacrifice, statistically significant differences between the four
types of defects in the total area of bone regeneration, percentage of neoformed bone matrix, medullary space, or
contact between particulate biomaterial and neoformed bone matrix were not found. All defects showed a significant
increase in neoformed bone matrix as sacrifice was delayed, but a uniform pattern was not followed. Only defects
treated with B-TCP-Fn-ADSCs showed a significant increase in the bone regeneration area when animals sacrificed
at 3 months were compared to those sacrificed at 1 month (P = .006). Conclusion: The use of ADSCs in bone
regeneration processes of critical-size defects of the alveolar ridge did not entail an advantage regarding greater
bone regeneration as compared with other biomaterials. However, the use of 8-TCP coated with a combination of
Fn and ADSCs appeared to favor stabilization of the regenerated area, allowing a more efficient maintenance of
the space at 3 months of healing. INT J ORAL MAXxILLOFAC IMPLANTS 2016;31:196-203. doi: 10.11607/jomi.4190

Keywords: adipose-derived stem cells, dehiscence-type defect, fibronectin, guided bone regeneration,
stem cells
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ment of implants and esthetic rehabilitation. Various
techniques have been used for restoration of bone
defects, including autografts, xenografts, allografts,
and alloplasts with and without barrier membranes.
Although autogenous bone grafting is accepted as
the gold standard of care,?” this method is associated
with substantial morbidity and is limited in supply. Tis-
sue engineering is a clinical alternative to autogenous
bone grafts, and involves the morphogenesis of new
tissue using constructs formed from isolated cells with
biocompatible scaffolds and growth factors.>¢ Bone
marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) have
been the main source for bioengineering. However,
the clinical use of MSCs has presented problems, in-
cluding morbidity and low cell number upon harvest.
This has led many researchers to investigate alternate
sources for MSCs with similar potential to differentiate
into lineages of mesenchymal tissue.>8-'3
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Adipose-derived stem cells may represent a vi-
able alternative option to bone marrow-derived MSCs
since both are multipotent (capacity to give rise to a
variety of other differentiated cell types, including os-
teocytes, chondrocytes, adipocytes, and myoblasts)
and share common specific cell protein expressions
and biomarkers.8%14-19 Also, bone regeneration may
be enhanced by other factors, such as the use of fibro-
nectin. Fibronectin is a glycoprotein of extracellular
matrix that favors cell adherence, differentiation, and
expansion. The use of biomaterials or titanium surfaces
coated with fibronectin has shown satisfactory results
in bone regeneration processes and osseointegration
of dental implants.20-22

The objective of the present experimental study
was to assess bone regeneration potential of a ce-
ramic biomaterial (B-tricalcium phosphate, B-TCP)
alone or coated with fibronectin or the combination
of fibronectin and adipose-derived stem cells (ADSCs)
in three-wall critical-size alveolar ridge defects cov-
ered with collagen, as compared with a control defect
(without biomaterial filling).

MATERIALS AND METHODS

Material

The study was approved by the Ethics Committee on
Animal Research (CEEA 227-109) of the University of
Barcelona. A total of 18 somatically homogeneous fe-
male Beagle dogs in which a quarantine period was
previously completed were included in the study.
Animals were divided into three study groups and
sacrificed at 1 (T1), 2 (T2), and 3 (T3) months postop-
eratively. Each animal was identified with an ear tattoo
and microchip implant.

Surgical Protocol

The surgical protocol was designed into two phases in
which animals were submitted to the same anesthetic
technique, postoperative analgesia and antibiotic regi-
mens, and aseptic conditions.

Phase 1. The first, second, and third premolars and
the first molar of both mandibular hemiarches were
extracted under general anesthesia. Dogs were pre-
medicated with acepromazine, 2.5 mg/10 kg subcuta-
neously (s.c.) (Pharmavet) and atropine sulphate, 0.05
mg/kg s.c. (John Martin). Anesthesia was induced with
sodium thiopental, 10 mg/kg intravenously (i.v.) (Pen-
tovet, Richmond Vet Pharma) and inhaled 1.5% to 2%
isoflurane (Sofloran, Pisa Agropecuaria) with subse-
quent endotracheal intubation. Local anesthetic in-
filtration, 1.8 mL per arch (articaine hydrochloride 4%
and epinephrine 1:100,000, Ultracain, Normon) was
also administered. Dental extractions were performed
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by odontosections to ensure preservation of the outer
cortical bone, using round burs No. 6 tungsten carbide
mounted handpieces and under constant irrigation
with sterile saline. Alveolar mucosa was sutured with
4-0 silk sutures on a curved needle (Aragd). Sutures
were removed 10 days later.

Phase 2. After a healing period of 3 months, four
cylindrical bone defects (7 X 7 X 7 mm) were pre-
pared after elevation of a mucoperiosteal flap, using
a trephine bur (7 mm outer diameter), causing com-
plete destruction of the buccal cortical plate of the
alveolar ridge. Surgically created critical bone defects
were similar to those reported by other authors.?3-26
The position of the first premolar was assigned to
the control group. The three remaining defects were
filled at random with (7) 0.25 to 1 mm of particulate
B-TCP (KeraOs, Keramat), (2) particulate B-TCP coated
with fibronectin (B-TCP-Fn), and (3) particulate 3-TCP
coated with a combination of fibronectin and ADSCs
(B-TCP-Fn-ADSCs) (Fig 1). Defects were then covered
with 30 X 40-mm bovine collagen membrane (Bio-
Gide, Laboratorios INIBSA), and the surgical field was
closed by primary intent with 4-0 silk sutures (Aragd).

Postoperative Care. Animals were kept on a soft
diet and treated with amoxicillin trihydrate (Clamoxyl,
Pfizer), 15 mg/kg intramuscularly (im) every 48 hours,
starting 24 hours before surgery (five doses, total 10
days) and 0.2 mg/kg/day of meloxicam (Meloxicam
Syntex, Syntex S.A.). Oral hygiene included daily
brushing and irrigation with 0.2% aqueous solution
of chlorhexidine.

Animals were sacrificed by a lethal dose of anes-
thetics at T1, T2, and T3. Both hemi-mandibles were
dissected and immersed in 40% formaldehyde solu-
tion in codified containers for histomorphometric
analysis.

Bone Histomorphometry
The samples were processed for study using the tech-
nique of embedding in methacrylate described by
Donath and Breuner.?” Hemi-mandibles were divided
into blocks, taking into account the study areas using
the Exakt precision cutting and grinding system (Exakt
400 System, Apparatebau), dehydrated in graded alco-
hol, and embedded in glycol methacrylate (Technovit
7200 VLC, Heraeus Kulzer). Blocks were then divided
along the long axis, and thickness was reduced until
approximately 50-um study samples were obtained.
Samples were stained following the method of Jeno
and Géza?® and were examined under a light micro-
scope (BX51, Olympus) connected to a camera (DP71,
Olympus). Twenty-five images at X40 (X 10 ocular, X4
objective) were obtained and assembled using the
Olympus CellAD digital image system (Olympus). Recon-
structed images were treated with Adobe Photoshop C
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S3 (Adobe Systems), and the areas of biomaterial and
bone neoformation were colored (Fig 2). The following
study variables were analyzed using the Microlmage 4.0
software (Olympus): surface area of bone regeneration
(mm?), percentage of collapsed surface, percentage
of neoformed bone matrix, percentage of medullary
space, percentage of particulate biomaterial in relation
to the original alveolar ridge area (the mean area of
the original alveolar ridge was calculated according to
the dimensions of the surgically created defect [Fig 3]),
total perimeter of the biomaterial, and percentage of
the perimeter of biomaterial in contact with the neo-
formed bone matrix.

Canine Adipose-Derived Stem Cells

Canine adipose-derived stem cells (cCADSCs) were ob-
tained from abdominal subcutaneous adipose tissue
following a modified method described by Zuk et al.?®
Samples (about 5 g of adipose tissue) were washed inten-
sively with Dulbecco phosphate-buffered saline (DPBS),
digested with type | collagenase (0.16 mg/mL, Sigma)
at 37°C under shacking for 35 minutes, and centrifuged
at 1,200 g for 10 minutes to separate the stromal cell
fraction. The pellets were treated with red cell lysing
buffer (KO 2HPO4 5.7 mmol/L, NH4CL 155 mmol/L, and
EDTA 0.1 mmol/L at pH 7.23) for 10 minutes at room
temperature and centrifuged at 750 g for 10 minutes.
The final pellet was resuspended in cADSCs proliferative
medium (PM) consisting of Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (Lonza) supplemented with 10% FBS (Lab Clinic),
2 mmol/L L-glutamine (Lonza), 10 mmol/L Hepes (Lonza),
and antibiotics (Lonza). The cell suspension was filtered
through a 100-um mesh (Falcon). Finally, a portion of the
cADSCs cells were cryopreserved in cryopreservation
medium (90% FBS-10 % DMSO), frozen at —-80°C in an
isopropanol-jacketed closed container, and stored in
liquid nitrogen the next day. The other portion of the
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Fig 1 (a) Preoperative view of the three study defects filled at
random with bone renegeration biomaterial (B-tricalcium phos-
phate: B-TCP; B-TCP with fibronectin [Fn]: B-TCP-Fn; and B-TCP
with a combination of Fn and adipose-derived stem cells [AD-
SCs]: B-TCP-Fn-ADSCs) and unfilled control defect. (b) Periapical
radiographic image of the area after 3 months of healing.

cells were resuspended in PM, plated at 1 X 10° cells/
cm?in a T75 flask (Nunc) and incubated at 37°C in 5%
CO,. After 24 hours, samples were washed with DPBS to
eliminate nonadhesive cells and kept in a PM. To obtain
alarge number of cells, cADSCs were further expanded
on polystyrene culture flask with PM at a density of
7.000 cells/cm?, and the medium changed three times
per week. After one passage, when 80% confluence
was achieved, cells were harvested with trypsin-EDTA
(Sigma) and used for the characterization experiments.

The isolated cells were seeded at 10.000 cells/cm?
and cultivated 21 days at 37°C and 5% CO, with PM or
osteogenic medium (OM) consisting of PM supplemented
with 50 pg/mL ascorbic acid (Sigma), 1 umol/L dexa-
methasone (Sigma) and 10 mmol/L glycerol 2P (Sigma).
The osteogenesis was demonstrated by accumulation
of mineralized calcium phosphate assessed by alizarin
red staining.

Coating of -TCP with Fibronectin (Fn) and
ADSCs

Twenty-four hours before the surgery, 500 pL of fibro-
nectin solution (10 pg/mL in DMEM 1 g/L) was added per
gram of bone graft and incubated at 37°C for 24 hours.
Finally, the coating solution was eliminated, and the
grafts were washed with DPBS. One week before the
surgery, the cells were thawed and plated at 1 X 10°
cells/em? in a T75 flask in PM medium and incubated
at 37°C in 5% CO,. After 24 hours, the samples were
washed with DPBS to eliminate nonadhesive cells and
kept in a PM. The cells were maintained with PM me-
dium, which was changed three times per week. On the
day of surgery, cells were harvested with trypsin-EDTA
(Sigma) and seeded on B-TCP bone graft with or without
fibronectin coating (5 X 10° cells/1 g B-TCP bone graft).
To promote the adhesion, the cells seeded on the bone
graft were maintained at 37°C and 5% CO, for 2 hours.
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Fig 2 (right) Calculation of the mean area of the original alveo-
lar ridge prior to the surgically created critical defect.

Fig 3 (below) Histologic images of the defects at 3 months
of healing treated with the program Microlmage 4.0 software
(Olympus). The area of neoformed bone matrix appears in yel-
low and particulate biomaterial inside the defects in gray. (a)
Control. (b) B-tricalcium phosphate, B-TCP. (c) B-TCP with fibro-
nectin: B-TCP-Fn. (d) B-TCP with a combination of fibronectin and
adipose-derived stem cells (ADSCs): B-TCP-Fn-ADSCs.

r'=r=T7:7r'r/4

Statistical Analysis

The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,
SPSS Inc) version 15.0 for Windows was used for the
analysis of data. Bone histomorphometric variables
were expressed as mean and standard deviation (SD).
Differences of histomorphometric variables between
the control group and the three study groups (3-TCP,
B-TCP-Fn, and B-TCP-Fn-ADSCs) at T1, T2, and T3 were
assessed with the analysis of variance (ANOVA), and
differences between data at T1, T2, and T3 with the
t test for paired samples. Statistical significance was
setat P <.05.

RESULTS

Of the 18 animals included in the study, two were ex-
cluded because of dehiscence of the operated area with
important loss of regeneration material. Small wound
dehiscence occurred in another two animals, which were
sutured immediately, minimizing the loss of biomaterial.
Therefore, data from 16 animals were analyzed with four
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histologic samples for each dog (control, 3-TCP, 3-TCP-Fn,
and B-TCP-Fn-ADSCs), a total of 64 samples, which were
grouped according to the euthanasia time (1 month, T1;
2 months, T2; 3 months, T3).

Bone Formation and Degree of Collapse

As shown in Table 1, there were no statistically signifi-
cant differences in the mean area of bone regeneration
(and, therefore, the percentage of collapsed surface)
atT1, T2, and T3 time points in all study groups. How-
ever, as sacrifice of the animals was delayed, a pro-
gressive increase in the bone regeneration area was
observed in all groups. Differences were only statisti-
cally significant for the group of animals treated with
B-TCP-Fn-ADSCs when the bone regeneration area
at T3 was compared to T1 (mean [SD] 26.21 [6.22] vs
14.24 [4.51] mm?) (P =.006).

Neoformed Bone Matrix and Medullary Space

The percentages of neoformed bone matrix and
medullary space in controls and the three study
groups at different time points are shown in Table 1.
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Table 1 Surface Area of Bone Regeneration in the Study Groups
According to the Time of Euthanasia

Study groups P

Data Control B-TCP B-TCP-Fn B-TCP-Fn-ADSCs value
Bone regeneration area, mm?2, mean (SD)

T1 15.62 (6.73) 16.77 (6.11) 16.32 (1.85) 14.24 (4.51)" .875

T2 18.54 (3.78) 19.03 (6.28) 21.71 (4.44) 19.28 (3.47) .708

T3 24.23 (13.14)  24.55 (7.01) 23.78 (9.64) 26.21 (6.22)" 972
Collapsed surface, %, mean (SD)

T1 54.41 (17.5) 56.41 (15.86)  57.58 (4.82) 62.98 (11.74)

T2 51.81 (9.83) 50.53 (16.31) 43.56 (11.53)  49.89 (9.02)

T3 37.02 (24.15)  36.20(18.21) 38.19 (25.05)  31.87 (16.18)
Neoformed bone matrix, %, mean (SD)

T1 11.29' (3.42) 14.33" (5.30) 13.03 (3.39) 10.08 (6.24) .524

T2 20.61 (6.02) 19.97 (7.86) 19.518 (5.36) 12.331(1.82) AT

T3 32.12 (15.25) 30.1 (4.08) 29.6 (11.53)  28.20 (6.59) .929
Medullary space, %, mean (SD)

1 22.52 (8.75) 20.31 (8.01) 21.23 (4.92) 18.92 (7.69) .891

T2 21.63 (5.88) 15.94 (6.32) 21.17 (5.91) 21.87 (4.79) .341

T3 22.32(18.53)  20.48(7.37) 20.52 (11.18)  25.37 (9.92) .893
Biomaterial in contact with neoformed bone matrix, %, mean (SD)

T1 NA 31.43(16.10) 22.78 (9.69) 16.50 (14.48) .263

T2 NA 27.95 (3.49) 28.71 (17.42) 20.03 (11.02) AT5

T3 NA 41.48 (13.63) 43.95(21.26) 27.33(19.73) .275

NA = not applicable.

*P =.006; TP < .05 for the comparison of T1 vs T2 and T1 vs T3; tp < .01 for the comparison of T1 vs
T3 and P < .05 for the comparison of T2 vs T3 ; 8p < .05 for the comparison of T1 vs T3; 1p < .01 for

the comparison of T1 vs T3 and T2 vs T3.

When data from controls and the three biomateri-
als (B-TCP, B-TCP-Fn, and B-TCP-Fn-ADSCs) at T1, T2,
and T3 euthanasia times were compared, statisti-
cally significant differences were not found. However,
the percentage of neoformed bone matrix increased
significantly in all study groups as sacrifice of the
animals was delayed (Table 1).

Biomaterial, Biomaterial Perimeter, and
Biomaterial in Contact with Neoformed
Bone Matrix

A total of 81.2% (n = 13) of control defects showed
some degree of contamination with particles from
the adjacent defects (mean contamination area of
2.69 mm? accounting for 6.98% of the bone regen-
eration area). However, significant differences in the
degree of contamination of control defects at the
different time points (T1,T2,T3) were not found. Also,
the amount of particulate biomaterial was similar
in the B-TCP, B-TCP-Fn, and -TCP-Fn-ADSCs groups
(P=.961, P=.824,and P=.822, respectively) and atT1
(P=.483), T2 (P=.234),and T3 (P =.217) time points.
In relation to the total perimeter of biomaterial, similar
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findings were obtained in the B-TCP, 3-TCP-Fn, and
B-TCP-Fn-ADSCs groups (P=.948,P=.901,and P=.814,
respectively) and atT1 (P=.455),T2 (P=.222),and T3
(P=.182) time points. The percentage of biomaterial
in contact with the neoformed bone matrix did not
show significant differences considering the type of
coating and the euthanasia time (Table 1).

DISCUSSION

The use of mesenchymal stem cells for regenerative
purposes has been shown to be a predictable and
promising technique, with reconstruction of critical
defects of the arches as the main objective in the field
of oral surgery and implantology.>~ Differentiation
of mesenchymal stem cells into osteoblasts takes
advantage of osteoinduction and osteoconduction
properties of autologous bone grafting, avoiding the
need to use a donor area and harvesting autogenous
bone grafts.’192%30 More recently, much interest
has developed in the use of ADSC, with similar dif-
ferentiation capabilities to bone marrow cells and
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the benefits that can be easily harvested and cul-
tured.®'>1°Tissue engineering technology in combi-
nation with marrow-derived mesenchymal stem cells
have been successfully used for alveolar bone regen-
eration.3'-3% Several authors3336-38 underlined the
favorable results of bone marrow stem cell-scaffold
constructs to regenerate bone in significant osseous
defects as compared with scaffolds without stem
cells, with bone formation indexes similar to those
obtained with autografts.37-3°

However, much controversy exists as to how stem
cells efficiently differentiate and regenerate,’ %17
as well as how stem cell origin affects optimal dif-
ferentiation and regeneration.'®'94% Although AD-
SCs differentiate directly into osteoblasts less often
than do bone marrow stem cells, the total amount
of regenerated bone is almost the same.*' Moreover,
experimental studies support the efficiency of mes-
enchymal stem cells derived from adipose tissue,
periosteum, or umbilical cord blood for regeneration
of bone defects. 4243

Tissue-engineered bone regeneration using ADSCs
provides an acceptable alternative to autologous bone
graft, %7404 byt the regenerative capacity of ADSCs
does not seem to be superior to autologous bone or
other bone substitutes in the same conditions, as the
authors found in the present study. A combination of
B-TCP-Fn-ADSCs was used as a positive control instead
of B-TCP-ADSCs because of the limited benefits seen
in the results previously obtained by other authors
when comparing adipose stem cells alone (or with a
scaffold) over other bone substitutes or bone marrow
stem cells.*>~%7 In addition, the size of the defects and
the space available in the hemi-mandible limited the
number of study groups, considering 8-TCP-Fn-ADSCs
as a more valuable group. The other hemi-mandible
was used for another study, whose results will be re-
ported shortly. In a canine maxillary alveolar cleft mod-
el, Pourebrahim et al** showed less bone formation
of ADSCs seeded onto hydroxyapatite/B-tricalcium
phosphate-coated scaffolds than autografts. In the
study of reconstruction of rat calvaria defects, Bohnen-
blust et al*® showed that the presence of osteogenic
differentiated adipose stromal cells did not increase
overall bone density compared with bone graft only.
Han et al,*’ in cranial defects in rabbits, did not show
differences in bone regeneration between ADSCs, de-
mineralized bone matrix (DBM), and the use of ADSCs
and DBM together. In the present study, a ceramic
biomaterial coated with ADSCs (B-TCP-Fn-ADSCs) was
not associated with a higher amount of neoformed
bone matrix as compared with other particulate bio-
materials (3-TCP or 3-TCP-Fn) or control defects in each
of the T1, T2, and T3 study times. However, although
there was a significant increase in bone formation as

the healing was more advanced, this process was not
homogeneous in all groups, with significant increases
at 2 months after surgery in controls and at 3 months
in B-TCP and B-TCP-Fn-ADSCs. The B-TCP-Fn group
showed a progressive increase in neoformed bone
matrix, with significant differences between animals
sacrificed at 1 and 3 months of healing.

The use of agents as transfer vehicles of stem cells
may have a positive effect in the process of bone
regeneration of critical defects as well as acting as
an osteoconductor element.*” Promising experi-
ences have been reported with the combination of
stem cells with platelet-rich plasma (PRP),3248 fibrin
glue, 41474950 polylactic acid (PLA) polymers,®'2 syn-
thetic extracellular matrices,”® or the use of alloge-
neic*’>4 or synthetic3337 bone substitutes. Tricalcium
phosphate appears to be a biomaterial of choice for
tissue-engineered bone regeneration because of its
properties of biocompatibility, high conductivity, and
lack of immunogenicity.333%37:5556 Although there is
insufficient evidence of the ideal biocompatible scaf-
fold, frequently related to the defect size, tricalcium
phosphate combined with stem cells has shown satis-
factory results in the treatment of bone defects.333757

Contamination of control defects with regenerative
material from adjacent bone defects, probably due
to the use of particulate biomaterial, is a limitation
of the study. Khoshzaban et al®” suggested that the
material of the experimental defect got transferred
to its adjacent empty defect from circulation and
animal movement, especially at the operation area,
after periosteal approximation. Takahashi et al>* con-
cluded that the use of B-TCP and a collagen sponge
could provide better intraoral manipulation capability
than TCP granules alone, being particularly indicated
in alveolar preservation procedures in bone defects
with buccal dehiscence.

Other authors, such as Mankani et al,*® have shown
that the size of the particles within bone marrow
stromal cells appears to determine the extent of bone
formation, with particles of 0.1 to 0.25 mm size dem-
onstrating the greatest bone formation. In the present
study, the use of biomaterial of higher particle size
(between 0.25 and 1 mm) together with a high rate of
contamination (80%) of control defects may be con-
founding factors for the lack of statistically significant
differences in neoformed bone matrix between par-
ticulate biomaterial-treated defects (3-TCP, B-TCP-Fn,
and B-TCP-Fn-ADSCs) and controls.

Fibronectin is an extracellular matrix glycopro-
tein that promotes cell adhesion, differentiation,
and expansion. Jo et al®® showed that fibronectin in
combination with a xenograft or a ceramic bioma-
terial (calcium phosphate) have a favorable effect
on cell adhesion, especially within the first hours
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after culture. The adhesion-promoting property of
fibronectin is particularly relevant in regeneration
procedures of bone defects favoring adhesion of
stem cells or osteoblasts when combined with some
biomaterials.?%51°950 |n the present study, the use of
a particulate B-TCP biomaterial coated with fibronec-
tin or a combination of fibronectin and ADSCs was
not associated with a better outcome in terms of
bone formation or total area of bone regeneration
as compared with the other study groups (B-TCP
alone and controls). However, it should be noted
that only bone defects treated with B-TCP-Fn-ADSCs
showed a significant increase in bone regeneration
area as the period of the healing process increased.
This enhancing effect of fibronectin on bone regen-
eration processes together with inherent properties
of adipose stem cells may contribute to stabilize
the regenerated tissue more rapidly, counteracting
compression forces of surrounding soft tissue, with
a space-maintaining effect that prevents collapse of
critical defects. However, given that studies using a
similar model of ADSCs have not been previously
reported, comparative data are lacking.

CONCLUSIONS

The use of ADSCs in bone regeneration processes of
critical-size defects of the alveolar ridge did not entail
an advantage regarding greater bone regeneration
as compared with other biomaterials. However, the
use of B-TCP coated with a combination of fibro-
nectin and ADSCs appeared to favor stabilization
of the regenerated area, allowing a more efficient
maintenance of the space at 3 months of healing.
The heterogeneity of experimental models in bone
regeneration procedures using stem cells of differ-
ent origins is an important drawback in the assess-
ment of the advantages of the different scaffolds as
well as determining the most adequate construct
for each type of defect. Further studies are needed
to determine the osteogenic ability of ADSCs in the
reconstruction of bony defects.
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