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Excmo. Srs. Presidentes de la Real Academia Nacional de Farmacia y de la
Real Academia de Doctores de Espafia,
Excmo. Sr. Secretario de la Comision Gestora de la Academia de Ciencias
Odontologicas de Espafia,
Excmo. Sras. y Sres. Académicos,
Sefioras y Sefores,

Es para mi un gran honor haber sido propuesto como Académico de NUumero
en esta Academia de Ciencias Odontoldgicas. Supone un enorme privilegio poder
compartir con tan ilustres miembros los trabajos y fines de esta institucion.

En primer lugar, quisiera expresar mi gratitud a mi amigo el profesor Antonio
Bascones. Hoy estoy aqui gracias a la confianza que él ha depositado en mi. Lo
conozco desde hace muchos afios; fue mi profesor en la Facultad de Odontolo-
gia y, desde el primer dia, me impresiono su capacidad de trabajo, entusiasmo,
conocimiento y, lo mds importante, su pasion por la ensefianza y la universidad.
A él debo mi amor a esta magnifica profesion; él ha sido un auténtico maestro.

También quiero expresar mi agradecimiento a mis maestros, los profesores
D. Juan de Dios Garcia Garcia y D. Juan Jiménez Collado. A ellos les debo todo
lo que soy como universitario; me inculcaron el amor por la docencia y la inves-
tigacion, han sido ejemplo y guia en mi devenir universitario.

Agradecer 3 mi mujer Julia y, @ mis dos hijos, Javier y Almudena. Con su
paciencia, comprension y carifio han soportado mi dedicacion al trabajo. Siempre
han estado a mi lado ofreciendo su apoyo y estimulo. Sin ellos estoy seguro que
no habria podido alcanzar los logros conseguidos

Por ultimo no puedo dejar de mencionar 3 mi amigo, el Profesor Lopez
Lacomba, por desgracia fallecido recientemente. A él debo el haberme adentra-
do en este apasionante mundo de la “ingenieria de tejidos”. El cred y liderd un
excelente grupo de investigacion al que me siento orgulloso de pertenecer. Con
su caracter, inteligencia y enorme humanidad consiguio que fuera mejor persona
y me descubrio la esencia de la vida.

El tema que he seleccionado para este discurso de ingreso es un homenaje
hacia él y recoge en parte los frutos de su trabajo sobre regeneracion osea.

I. INTRODUCCION

El hueso es un tejido conjuntivo especializado compuesto por matriz extra-
celular mineralizada que le confiere rigidez, fuerza y una cierta elasticidad. Estd
constituido por una matriz orgdnica mineralizada, células y canales vasculares.
La matriz orgdnica constituye el 33% de su peso; compuesta principalmente por
coldgeno de tipo | (95%), proteoglicanos y proteinas no coldgenas (5%). Ademas
contiene cuatro tipos de células: osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células
alineadas. Gracias a ellas se producen de forma natural procesos de formacion,
osificacion, modelado y remodelado dseo, procesos dindmicos que se alternan en
el tiempo y hacen del hueso una estructura viva en constante cambio.

Todas estas caracteristicas permiten que, ante una lesion, el hueso sea ca-
paz de autoregenerarse, siempre que el defecto no sea critico, formando un
tejido idéntico al original.



En la cavidad oral, los defectos producidos en los maxilares, bien por patolo-
gias diversas, bien por la aplicacion de técnicas quirurgicas agresivas, suponen un
contratiempo importante para el tratamiento rehabilitador, causando en muchos
pacientes problemas funcionales y estéticos dificiles de solucionar.

La aplicacion de técnicas de regeneracion osea suele ser el método utili-
zado para ayudar a reparar la mayoria de defectos pequefios y medianos en
la cavidad oral, no siendo preciso usar complejas técnicas de reconstruccion
microquirurgica.

Como material de eleccion para reparar estos defectos se ha utilizado hueso
autdlogo. La fuentes de obtencidn son diversas dependiendo su eleccion de la
cantidad de tejido necesaria para reparar el defecto producido. En la cavidad oral
se utiliza como donante Ia sinfisis mentoniana, trigono retromolar, rama de la
mandibula, tuberosidad del maxilar o el hueso cigoma. Fuera de la cavidad oral,
el lugar de eleccion ha sido la cresta iliaca del coxal. De ella se obtiene hueso en
cantidad suficiente para el relleno de grandes defectos. También se han utilizado
otras localizaciones como la calota craneana, la tibia y las costillas.

La utilizacion de hueso autélogo tiene sus inconvenientes, sobre todo los
derivados de la lesion provocada en |a zona donante.

El desarrollo de los bancos de hueso ha permitido utilizar como donante
hueso liofilizado y desmineralizado de cadaver para la regeneracion osea. El pa-
pel desempefiado por este tipo de injertos es muy controvertido en la actualidad.

Otro grupo importante de elementos utilizados para la reparacion de de-
fectos lo constituye el grupo de biomateriales. Se han usado osteoconductores
como la hidroxiapatita, fibrina, colageno, fosfato tricalcico, sulfato calcico, etc.
Aplicados de forma aislada o combinados con hueso autélogo o heterdlogo.

También se utilizan membranas, reabsorbibles o no reabsorbibles, aplicando
los conceptos de regeneracion 6sea guiada para intentar regenerar hueso en los
defectos dseos e incluso se aplican complejos tratamientos con distractores para
intentar reconstruir defectos y lesiones.

En la actualidad se estd aplicando un nuevo enfoque en el tratamiento de
los problemas asociados a la reparacion de las lesiones dseas. No se trata ya de
“reparar” en el sentido clasico del término, sino de estimular los procesos de au-
torregeneracion dsea existentes de forma natural en el hueso, facilitdndolos, in-
duciéndolos o incluso provocando su extension a defectos de un tamano superior
al critico, de forma que no sean necesarios tratamientos quirurgicos sustitutorios.

Este nuevo enfoque estd basado en la aplicacion de técnicas de ingenieria
de tejidos. Se basan en la utilizacidn de los tres elementos clave en la formacion
de cualquier tejido: la combinacion de células, matriz y factores de diferencia-
cién. El objetivo es crear un tejido idéntico al original, tanto estructural como
funcionalmente.

Il. FACTORES DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS MADRE HACIA OSTEO-
BLASTOS

Un 3rea mayoritaria dentro de la medicina regenerativa es la diferenciacion

de células madre hacia linaje osteoblastico para su posterior uso en ingenie-

ria de tejidos y cirugia reconstructiva. Este campo estd ganando importancia
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progresivamente en los Ultimos afios debido al aumento de |a incidencia de en-
fermedades degenerativas 6seas en la cada vez mas envejecida poblacion de los
paises desarrollados. Concretamente, podemos considerar la osteoporosis y os-
teoartritis como unos de los problemas mas relevantes a nivel de salud publica,
debido a que afectan a un gran numero de personas de elevada edad. Ademas
de para las enfermedades oseodegenerativas relacionadas con la edad, la tera-
pia basada en la diferenciacion de células madre se utiliza como tratamiento de
las lesiones o6seas traumaticas, asi como de los defectos dseos producidos por
enfermedades congénitas o tumorales.

La escasez de células donantes, tejidos y organos es el principal problema
de la medicina de transplantes. Esta situacion puede ser mejorada con el uso de
células madre autdlogas, bien sean adultas (de médula ésea) o embrionarias.
Las células madre se distinguen de las células progenitoras por su capacidad de
autorrenovacion y de diferenciacion en multiples linajes celulares, mientras que
las células progenitoras solo tienen capacidad de diferenciacion a distintos lina-
jes celulares, sin tener esa capacidad de autorrenovacion. Es esta capacidad de
autorrenovacion la que hace a las células madre realmente Utiles en medicina
de transplantes, puesto que de esta forma se puede proporcionar una inagotable
fuente de material de transplante.

La diferenciacion celular es un proceso complejo que se produce de for-
ma continuada en el organismo de un individuo: desde la etapa embrionaria,
hasta el momento en que el organismo necesita realizar la reparacion de un
tejido.

En dicho proceso son necesarios varios componentes: el primero de ellos se
trata de una célula indiferenciada con capacidad para diferenciarse, y el sequndo
componente son una serie de factores que influyan sobre esa célula y dirijan su
diferenciacion hacia la linea celular que nos interese.

Este proceso de diferenciacion, entre otros, se produce cuando se quiere
reparar un defecto producido en un hueso. Estaria englobado dentro de un con-
cepto mas amplio denominado regeneracion 6sea, que comprende una serie de
procesos de migracion celular, proliferacion y diferenciacion.

La regeneracion osea se ha enfocado de diferentes formas a lo largo de Ia
historia, analizdndose sucesivamente todos los factores que intervienen en el
proceso de cicatrizacion del hueso y viendo la incidencia de los diferentes bio-
materiales sobre la reparacion de los defectos y lesiones dseas.

El concepto actual, aplicando criterios de ingenieria tisular, conlleva la utili-
zacion de células indiferenciadas, y de forma especifica factores de diferenciacion
fenotipica hacia la linea osteobldstica, con el fin de conseguir un tejido similar en
funcion y estructura al tejido lesionado.

Existen multitud de aproximaciones para la regeneracion del tejido 6seo,
que se sustentan, principalmente, en la implantacion en el drea de la lesion de
alguno de estos tres pilares: moléculas morfogenéticas, matrices y células for-
madoras de tejido.

En general, en el tejido dseo, las matrices han de dar estabilidad biomeca-
nica al hueso y facilitar la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular, verda-
dero eje de la regeneracion del tejido 6seo.
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El componente celular indiferenciado por antonomasia son las células ma-
dre. Generalmente se opta por células autologas, mas sequras desde el punto
de vista inmunologico, aunque la potencialidad de dichas células es inversa-
mente proporcional a Ia facilidad de su obtencion. Dentro del organismo adul-
to se han descubierto fuentes de células madre que, si bien no tienen tanta
capacidad como las células madre embrionarias, si son lo suficiente potentes
como para diferenciarse hacia una extirpe celular determinada, en este caso
osteoblastos, siempre y cuando se guie adecuadamente esa diferenciacion.
Es por ello que actualmente se tiende hacia el diseio de terapias basadas en
cultivos celulares, ya que aumentan la posibilidad de formar una masa consi-
derable de tejido nuevo.

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, estas células actuan y
responden 3 los diferentes factores de su entorno (mecanicos, eléctricos, estruc-
turales o quimicos). En este sentido los factores de crecimiento desempefian un
papel fundamental ya que regulan acciones celulares tales como la migracion,
la proliferacion o la morfogénesis y la diferenciacion. Estos factores juegan un
papel importante en los procesos de remodelado y reparacion 6sea, asi como en
la diferenciacion de células indiferenciadas hacia fenotipo osteoblastico con el fin
de generar tejido 6seo. Ademas de los factores de crecimiento existen otro tipo
de factores que influyen en la diferenciacion de células madre hacia osteoblas-
tos, los cuales se han utilizado como base de diferentes estrategias para lograr
esa diferenciacion dirigida hacia linajes osteoblasticos.

El proceso de desarrollo 6seo comprende 4 fases distintas:

1. Migracion de células con potencial osteogénico a la zona de futura osteo-

genesis.

2. A continuacion, se produce una serie de interacciones ecto-mesenquima-
les que conduciran a la posterior fase de condensacion.

3. En Ia fase de condensacion, se produce una agregacion de células mesen-
quimales (células madre mesenquimales).

4. Finalmente, se producira la diferenciacion de dichas células mesenqui-
males hacia linaje celular osteoblastico o condroblastico en funcion del
ecosistema y factores que se encuentren a su alrededor.

La osteogénesis in situ puede producirse de dos formas distintas: en primer
lugar, se puede producir una osificacion endocondral, en la que el tejido dseo
mineralizado se forma en torno a una matriz de tejido cartilaginoso. En segun-
do lugar, se puede producir una osificacion intramembranosa, en la que una
condensacion de células mesenquimales se diferencian hacia osteoblastos en
nucleos de osificacion sin necesidad de una matriz de tejido cartilaginoso.

La diferenciacion de las células mesenquimales hacia osteoblastos se acom-
pafia de una secrecion simultanea de un complejo de matriz extracelular formado
por coldgeno, sialoproteina dsea, varios proteoglicanos y otras proteinas. Este
complejo de matriz extracelular inicia un proceso de mineralizacién del tejido
para formar el hueso calcificado final.

Por tanto, para llevar a cabo un proceso de osteogénesis se necesita una
serie de componentes. En primer lugar, Ia presencia de linaje celular indiferen-
ciado: células madre'3.
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IIl. CELULAS MADRE

En los estadios iniciales del periodo embrionario, las células pueden optar
hacia tres posibles direcciones (las tres capas embrionarias): ectodermo, meso-
dermo y endodermo.

A partir de los tejidos del ectodermo se forman las células del sistema ner-
vioso, con toda su variedad, asi como otras propias de los tejidos epidérmicos.

Las células presentes en el mesodermo, a través de su multiplicacién y dife-
renciacion, originardn dos lineas fundamentales de células progenitoras. Por un
lado, la linea que genera células musculares (miocitos), de tejido graso (adipoci-
tos), células de hueso y cartilago, y otras muchas integrantes de visceras como
el rifon.

La otra es la linea de células progenitoras que da lugar a todo el sistema
hematopoyético, un conjunto de células cuyas caracteristicas ejemplifican como
ninguna otra lo que constituyen las células madre. El sistema hematopoyético se
aloja fundamentalmente en los huesos y da lugar a poblaciones celulares funda-
mentales para la sangre y para el sistema inmunitario.

Se ha llegado a postular que esta linea de células progenitoras, a lo largo de
la vida adulta, alimenta otras reservas de células madre que pueden ser tipicas
de otros 6rganos o tejidos distintos de los que derivan de la médula 6sea.

Finalmente, el endodermo alberga las células de las que se originan los
aparatos respiratorio y digestivo, asi como el higado o diversas glandulas de
secrecion interna.

Por lo tanto, las células madre son células autorrenovables con capacidad
de generar uno o mas tipos celulares especializados. Indiferenciacion y plasti-
cidad son sus caracteristicas definitorias. Conforme se van multiplicando, parte
de esas células madre van perdiendo esa potencialidad, en pos de adquirir espe-
cializaciéon. Sin embargo, hay siempre un grupo de esas células que se quedan
indiferenciadas, manteniendo esa troncalidad.

Hay sustancias que pueden aportar sefiales adecuadas que las células pue-
den reconocer, se podrd asi cultivar células madre y obtener a partir de ellas
otras células con la diferenciacion apropiada. Estas sustancias son denominadas
factores de crecimiento.

Es posible dirigir el desarrollo de las células madre de origen embrionario ac-
tivando su capacidad de generar diferentes tipos celulares concretos, a la par que
se multiplican. Para ello se emplean sustancias que estimulan su diferenciacion
en determinadas direcciones, con lo que se ha podido observar que las células
derivadas del embridn originan otras con apariencia y propiedades de células es-
pecializadas. La estimulacion en general se logra con factores de crecimiento
conocidos por inducir el desarrollo de las células hacia formas diferenciadas.
Hay una gran variedad de sustancias inductoras del crecimiento y diferenciacion
debido a su accion sobre las células animales. Entre ellas las hay de composi-
cion definida como el acido retinoico, otras de naturaleza mas compleja como
el lipopolisacarido bacteriano (LPS) o numerosas proteinas bien identificadas
(BMP). Hay proteinas inmunomoduladoras (interleucinas) o anticuerpos dirigidos
frente @ componentes de la membrana celular, que pueden activar la expansion
de poblaciones celulares al provocar su crecimiento. Proteinas conocidas como
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factores de crecimiento, entre ellas, factor de crecimiento endotelial vascular,
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento de hepatocitos, factor de
crecimiento epitelial, factor de crecimiento de plaquetas, factor inhibidor de la
leucemia, proteinas morfogenéticas oseas..."*.

Las células tienen en su membrana receptores capaces de percibir sefiales
que les sirven de estimulo. Su programacion genética determina la respuesta.

Las células embrionarias tienen un potencial muy elevado. El cigoto y las
células que componen la morula tienen la capacidad de originar cualquier teji-
do y estructura. Son células totipotentes ya que pueden generar un individuo
completo. Al progresar el desarrollo del embrion, en la etapa de blastocisto, las
células de la masa celular interna poseen una gran capacidad generadora de te-
jidos, pero ya no pueden formar un individuo completo. Estas son células madre
pluripotentes.

Caracteristicas de las células madre de origen embrionario**:

* Notable plasticidad en su desarrollo (pluripotencialidad).

» Capacidad intensa para proliferar in vitro.

* Clonalidad y cariotipo estable en condiciones de laboratorio.

« Diferenciacion a tipos celulares distintos, mediante estimulacion adecuada.

* Susceptibles de modificacion genética.

» Copacidad tumorgénica al ser transplantadas (formacion de teratomas)

debido a que el potencial de crecimiento es muy elevado.

IV. CELULAS MADRE ADULTAS (SOMATICAS)

La capacidad de regenerar piel, cuando por alguna razon se produce un dano
en los tejidos epidérmicos es una experiencia comun para todos. También se
sabe que, desde hace tiempo, el tejido hepadtico, renal y, otros muchos, como el
intestinal son susceptibles de regeneracion. Existen reservas de células capaces
de multiplicarse y desarrollarse, adoptando las caracteristicas de las células alta-
mente especializadas de ese organismo. Es decir, existen células madre adultas.

El prototipo de células regenerables son las células de la sangre. En Ia mé-
dula dsea, preferentemente, se localiza la capacidad hematopoyética que supone
Ia regeneracion de todas las células hematicas a lo largo de toda la vida.

En la médula dsea radica el potencial de regeneracion de tejidos mas signi-
ficativo del organismo. La médula dsea es la principal reserva de células madre
de nuestro organismo.

En general, las células madre adultas, sin llegar @ manifestar una pluripo-
tencialidad como la de las células de origen embrionario, y careciendo del mismo
vigor que estas en cuanto a crecimiento in vitro, si demuestran capacidades de
generar tipos celulares distintos en un grado mucho mayor del esperado. La
denominacion de células multipotenciales es la que mejor puede definir a las
células madre adultas.

En el trabajo de Jiang et al®, estudian las células obtenidas de la mé-
dula 6sea de ratdn, de la que pueden aislar no solo las células progenitoras
de la sangre, sino otras fracciones como las células del mesénquima de di-
cha meédula 6sea. Mostraron especial interés en una subpoblacion de células
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progenitoras, que se aislaban junto con las mesenquimales, y que mostraban un
comportamiento propio de las células madre. Son células menos comprometidas
destinadas a generar progenitores hematopoyéticos. Estas células, que fueron
designadas como “células progenitoras adultas multipotentes” (MAPC), tienen
gran estabilidad y gran capacidad de generar tipos celulares muy variados, que
no estan restringidos a los de las células sanguineas.

Por tanto, en Ia médula 6sea se albergan tres tipos de células madre: las
mesenquimales, las diferenciadas ya a progenitores hematopoyéticos, y las men-
cionadas células descritas por Verfaille (MAPC).

Este estudio en células mesenquimales de médula 6sea de ratén concluyo:

* De la proliferacion de algunas células tipo MAPC se podian obtener lineas
celulares estables. Estas células podian diferenciarse a distintos tipos celu-
lares mediante el empleo de distintos factores de crecimiento especificos,
del tipo de los mencionados para las células madre de origen embrionario.
Originaban células diferenciadas representativas de las tres capas embrio-
narias.

* Las células MAPC extraidas de médula 6sea de raton adulto fueron introdu-
cidas por inyeccion en un embrion de otro raton, dando lugar a células de
practicamente todos los tipos presentes en el organismo adulto.

* Se practicaron injertos de células MAPC cultivadas, en ratones adultos, alo-
jdndolas en distintos 6rganos y tejidos, dando lugar a la integracién con los
mismos y contribuyendo a Ia formacion de los tejidos del animal injertado.

Por tanto, queda demostrado que en el animal y en el hombre adulto exis-
ten reservas de células madre que pueden ser cultivadas con estabilidad. Estas
células son capaces de contribuir a la creacion de los tejidos del animal, tanto a
lo largo del desarrollo embrionario y fetal, como en el propio adulto.

Caracteristicas de las células madre adultas (multipotentes):

» Capacidad regeneradora de numerosos 6rganos y tejidos.

* El sistema hematopoyético es Ia reserva fundamental de células madre
adultas.

* Presencia en piel, intestino, musculo esquelético, tejido adiposo, etc.

» Capacidad de cultivo limitada con respecto a las células madre embriona-
rias.

Las células madre adultas pueden ser especificas de determinados 6rganos
en cuanto a su procedencia, pero su diferenciacion no se restringe a generar cé-
lulas mads diferenciadas propias de ese organo.

Ademas, se ha demostrado que en la reparacion de defectos tisulares, las
células madre del tejido en cuestion tienen un papel importante en Ia reparacion
de ese defecto, y asi lo confirman los estudios basados en terapia celular*”®.

Aparte de la médula dsea, otras fuentes de obtencidon de células madre
adultas son:

* Sangre (subpoblacién de monocitos). También puede diferenciarse no solo

3 células hematicas, sino también a células diferentes bajo la accion de
factores de crecimiento®.

« Sangre (cordén umbilical)*.
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* Tejido adiposo (transdiferenciacion hacia osteoblastos entre otras)®™.
* Tejido adiposo de bola de Bichat".
* Tejido muscular'.

V. CELULAS MADRE EMBRIONARIAS VS CELULAS MADRE DE ORIGEN ADULTO

Sequn Heng et al., Ia ventaja mas obvia de |la utilizaciéon de células madre
embrionarias con respecto a las células madre de origen adulto, es su inmortali-
dad, y por tanto su capacidad de proporcionar precursores osteoblasticos ilimita-
dos para su transplante. Ademas, |a capacidad de autorrenovacion de las células
madre mesenquimales (de origen adulto), asi como su capacidad de proliferacion
es mucho mas limitada, y parece que disminuye con la edad. Esto limita su
utilidad en la terapia de transplante celular autologo para el tratamiento de las
enfermedades dseas degenerativas relacionadas con la edad, como puede ser
osteoporosis u osteoartritis. Por otra parte, las células madre procedentes de la
médula ésea (adultas) pueden contener mayor numero de alteraciones genéticas
que las células madre de origen embrionario, debido a la exposicion de factores
como la radiacion solar y toxinas, asi como errores en la replicacion del ADN
acumulados a lo largo de la vida.

El mayor inconveniente del uso de células madre de origen embrionario para
suU Uso en la regeneracion osea es el rechazo inmunologico, el cual podria ser so-
lucionado si la célula se obtiene de una fuente isogénica derivada de terapia de
clonacion. Esta solucion es eminentemente tedrica, debido a las multiples com-
plicaciones técnicas de la terapia de clonacion. Otra alternativa mas tangible seria
Ia creacion de un banco de células madre embrionarias con diferentes genotipos
de complejo mayor de histocompatibilidad, con el fin de que coincidan con la zona
del transplante. También se ha barajado la opcion de reducir la antigenicidad de
las células madre de origen embrionario mediante |a supresion de la expresion
genética del complejo mayor de histocompatibilidad. Sin embargo, y pese a los
inconvenientes antes enunciados de las células madre somaticas, estas poseen
una serie de caracteristicas que las hacen muy Utiles para su uso practico en me-
dicina regenerativa: las células autodlogas procedentes de la médula 6sea del pro-
pio paciente, no tienen que superar ninguna barrera inmunologica de transplante.
Otro de los principales problemas de las células madre de origen embrionario es la
capacidad teratogénica que tienen cuando se utilizan para su transplante in situ,
problema que no tenemos en el caso de las células madre somaticas. Ademas es
mucho mas facil dirigir lIa diferenciacion hacia linaje osteoblastico de las células
madre somaticas en comparacion con las células madre embrionarias®*.

Por lo tanto, aunque las células madre de origen embrionario son las que
mayor potencialidad tienen a Ia vez que capacidad de diferenciacion, se ha de-
mostrado que las células madre de organismo adulto son suficientemente po-
tentes en términos de capacidad de diferenciacion como para diferenciarse a
linaje osteobladstico y favorecer de esta forma la regeneracion 6sea. La ventaja
fundamental de las células madre del organismo adulto es su facilidad de obten-
cion, puesto que no solo se ha demostrado que se pueden obtener de médula
6sea (células MAPC), sino que también se pueden obtener de tejidos mucho mas
accesibles como puede ser el tejido adiposo de la bola de Bichat.
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El papel de las células madre en la regeneracion osea es innegable e impres-
cindible, sin embargo, como ya se ha comentado en repetidas ocasiones, de nada
sirve tener un cultivo estable de células madre sin poder controlar Ia direccion de
su diferenciacion. Estd, por tanto, intimamente ligado al término célula madre,
el término factor de diferenciacién.

VI. FACTORES DE DIFERENCIACION
1./ Factores de crecimiento y regeneracion 6sea

Desde hace algo mas de una década, las investigaciones sobre regeneracion
6sea se han centrado fundamentalmente en el estudio del complejo papel que
desempenan los distintos factores de diferenciacion en este proceso, y sobre
todo, desde el punto de vista clinico, en como usar estos factores locales y/o
sistémicos para aumentar la regeneracion.

Existen multitud de factores que influyen en Ia direccidon en la que se va a
diferenciar una determinada célula indiferenciada. A continuacion se hace una
revision de lo que la literatura afirma acerca de todos los factores que influyen
en este proceso de diferenciacion hacia el linaje osteoblastico concretamente:

En primer lugar, y como factores mas estudiados a nivel local, est3 el uso de
los factores exdgenos de crecimiento y citoquinas (factores proteicos). Dentro
de ellos encontramos:

« Hormona del crecimiento (GH) (Kroger, H.)™.
* Leptina (Thomas, T. et al.)™.
* Sortilina (Maeda, S. et al.)™
* Transglutaminasa (Nurminskaya, M. et al.)™.
* IGF l y II'2.
* TGF-B'2.
* PDGF'2.
* BMPs y sus distintas isoformas’2.
Y los factores proteicos citoquinicos'2:
* Interleuquina 1 (IL-1).
* Interleuquina 6 (IL-6).
* Interleuquina 11 (IL-11).
* TNF.

2./ Factores de crecimiento proteicos

Los factores de crecimiento pueden definirse como proteinas producidas por
células, bien dseas (factores locales), bien extradseas (factores sistémicos) que
actuan modulando las funciones celulares, fundamentalmente la proliferacion y
la diferenciacion.

Entre los factores de crecimiento identificados presentes en los procesos de
regeneracion osea se puede tal vez sefialar el IGF, TGF-3, PDGF y BMP como los
mas estudiados'>.

* Los IGF (I 'y ll) (factor de crecimiento insulinico) se secretan por los osteo-

blastos durante la formacién ¢sea, aumentando la velocidad de deposicion
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de nuevo hueso. Estadn presentes en la matriz (el IGF-II es el factor de cre-
cimiento presente en mayor proporcion en ella), se liberan de ella en los
procesos de reabsorcion 6sea, permitiendo, por tanto, acoplar esta con la
formacion de nuevo hueso. Su accidn se produce sobre células ya preos-
teoblasticas, aumentando su mitogénesis y estimulando también la for-
macion de hueso por parte de los osteoblastos diferenciados ya existentes
en la herida. Su accién se ve afectada por la presencia de hormonas (GH,
estrogenos, progesterona) e inhibida por la accion de los glucocorticoides.
Los TGF-f (factor de crecimiento y transformacion beta) forman una su-
perfamilia de proteinas (mas de 40 miembros) entre las que se encuentran
factores de crecimiento y diferenciacion celular, como las BMP, que com-
parten algunos hechos estructurales comunes. Con este nombre se conoce
fundamentalmente a dos de ellas, las TGF-B, y TGF-(,. Estas proteinas se
sintetizan y se encuentran en plaquetas, macrofagos y osteoblastos, entre
otros tipos celulares. Se trata de factores de crecimiento multifuncionales;
tal vez el papel mas importante desempenado en |a regeneracion 6sea sea
el de quimiotaxis y mitogénesis de precursores osteoblasticos y de esti-
mulacion de la sintesis de matriz coldgena, al mismo tiempo que actuan
inhibiendo la actividad osteoclastica, asi como la diferenciacion de este
tipo de células. Puesto que en el proceso de reparacion de la herida pue-
den ser liberados tanto por los propios osteoblastos, como por plaquetas
y macrofagos presentes en las primeras etapas, los TGF-3 representan un
mecanismo que permite no solo la reparacion inicial de la lesion, sino la
reparacion sostenida de esta e, incluso, la remodelacion 0sea. No obstante,
dependiendo de su concentracion y de otros factores pueden llegar a inhi-
bir la proliferacion osteoblastica y promover la reabsorcion.

El PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) es el mas ubicuo de
los factores mencionados, debido a su presencia en dichas células, y se en-
cuentra implicado en practicamente todos los procesos de recuperacion de
heridas. Tiene asimismo un papel importante en los procesos de regenera-
cion 6sea. Es el primer factor de crecimiento presente en la herida a través
de los codgulos sanguineos. Sus acciones mitogénica (fibroblastos), angio-
génica (favoreciendo el desarrollo de nuevos capilares) y de activacion de
macrofagos (fuentes de una segunda fase de factores de crecimiento que
provocan a su vez la activacion de funciones osteobldsticas y promueven
la diferenciaciéon celular) son fundamentales para la revascularizacion, sin-
tesis de coldgeno y regeneracion dsea.

Las BMP (proteina morgenética dsea) son tal vez los factores de cre-
cimiento que mas atencion han recibido en los ultimos tiempos por la
comunidad cientifica en cuanto a factores inductores de la regeneracion
Osea. Se caracterizan por la capacidad de algunas de estas proteinas (se
conocen mads de 15 diferentes) de inducir la formacion de hueso en sitios
ectopicos. Presentes en muy pequenas cantidades en Ia matriz 6sea de
forma natural. Se ha demostrado su accion sobre células multipotentes e
inmaduras, estimulando su diferenciacion a lineas osteoblasticas, siendo
establecidas como potentes osteoinductores y posterior mineralizadores
de tejido'7"2°, Mds concretamente, se ha demostrado que las isoformas 2, 6
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y 9 de la BMP son las que mas promocionan la diferenciacion osteoblastica
de las células madre somaticas?'. No ejercen accion, sin embargo, sobre
células ya diferenciadas. Estas proteinas tienen una importante funcion
en la requlacion del crecimiento, diferenciacion y apoptosis de diferentes
tipos celulares, entre los que se encuentran los osteoblastos, condroblas-
tos, células neurales y epiteliales. En las fracturas en reparacion, donde
existen gran cantidad de células inmaduras, se ha detectado la expresion
de BMP, lo cual parece indicar que estas proteinas desempefian un papel
requlador durante el proceso de reparacion de la fractura. Experimentos
realizados sobre células obtenidas de fracturas sin recuperacion muestran
que las células si son susceptibles de mostrar respuesta osteogénica ante
Ia aplicacion de BMP, por lo que tal vez el fallo en la reparacion de las frac-
turas pueda deberse a un aporte insuficiente de ésta por parte del tejido
circundante.

La situacion que se presenta al comienzo de la reparacion de una lesion dsea
mediante injerto podria describirse, pues, como una mezcla compleja formada
por plaquetas, leucocitos y globulos rojos, formando un agregado por la fibrina,
que estd en contacto, asimismo con células madre (en muy pequefio nuUmero),
células estructurales y con capilares cortados con células endoteliales expuestas.

La regeneracion comienza con la liberacion de PDGF, TGF-@3, e IGF en la
desgranulacion de las plaquetas en la zona de Ia herida. Estos factores de cre-
cimiento activan la mitogénesis de las células madre de la médula aumentando
su numero varios 6rdenes de magnitud. Comienza asimismo |a capilarizacion
mediante la activacion de la mitosis de las células endoteliales. El TGF-3 activa
también la proliferacion de fibroblastos y preosteoblastos, a la vez que promueve
la diferenciacion de estos ultimos hacia osteoblastos maduros.

El aporte continuado de TGF-[3 induce la deposicion de la matriz 6sea por
parte de los osteblastos, y de la matriz coldgena por parte de los fibroblastos,
favoreciendo asi el crecimiento capilar en ella. Hacia el tercer dia se puede ver
penetracion de los capilares en la zona de reparacion, que es completa hacia los
14-17 dias.

Inicialmente, los factores de crecimiento son liberados por las plaquetas
presentes en el codqulo. Estas se sustituyen hacia el tercer o cuarto dia por los
macrofagos, atraidos hacia Ia lesion por accion del PDGF y del gradiente de oxi-
geno que existe entre la zona de la lesion (hipdxica) y el tejido normal que la
rodea, como fuente primaria de estos factores.

La formacion inicial de hueso surge de los osteoblastos presentes en la su-
perficie de la lesion. La posicion superficial de estos, permite sobrevivir tomando
los nutrientes directamente mientras se produce la revascularizacion. Debido a
que son osteoblastos ya diferenciados, comienza la formacion osteoide directa-
mente, mientras tienen lugar los procesos descritos de mitosis y diferenciacion
hacia células osteobldsticas inducida por el TGF-B y PDGF en las células madre.

Este hueso inicial, desorganizado y sin canales haversianos, se denomina
hueso fase | y es el que se desarrolla durante las primeras 4 semanas. Hacia el fin
de este periodo, la revascularizacion de Ia zona de Ia lesion elimina el gradiente
de oxigeno necesario para la activacion de los macrofagos ya innecesarios.
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Comienza entonces la formacion de hueso fase Il, hueso ya maduro de ar-
quitectura lamelar y con canales haversianos, mediante |a accion sobre el hueso
inmaduro de |a fase | del IGF y de las BMP, presentes en |a matriz 6sea y que se
liberan por Ia reabsorcidon osteocl3stica de la remodelacion normal 6sea. Estas
proteinas ligan, pues, la reabsorcion osea con la formacion de nuevo hueso,
al actuar sobre células madre adyacentes y preosteoblastos, induciendo su
diferenciacion hacia osteoblastos funcionales que secretan activamente nue-
va matriz, introduciéndose de esa forma en el ciclo normal de reabsorcion-
remodelacion osea?.

De una forma resumida, podriamos decir que los factores de crecimiento
liberados por las plaquetas actuan fundamentalmente en la formacion de hueso
fase |, mientras que las BMPs actuarian en la formacion de hueso fase Il. De ahi
los dos enfoques investigadores acerca de los factores de crecimiento. En primer
lugar se intenta aumentar la densidad de factores liberados por las plaquetas,
para mejorar o acelerar la formacion de hueso fase |, este seria el caso de la
terapia de plasma rico en factores de crecimiento, mientras que el otro enfoque
seria el de aumentar los factores de crecimiento que intervienen en la formacion
de hueso fase I, que son fundamentalmente las BMPs.

A nivel local, ademas de los factores de crecimiento, que son los que actuan
a nivel de proliferacion y diferenciacion celular, también hay otro tipo de factores
que influyen en la regeneracion y reparacion 6sea. Estas son las citoquinas?.

Las citoquinas son polipéptidos sintetizados en las células linfociticas y co-
nociticas que desempefian un importante papel en gran numero de funciones
celulares. En el hueso son importantes Ias siguientes:

* Interleuquina 1 (IL-1): estimula diréctamente la reabsorcion osteocldstica.

* Interleuquina 6 (IL-6): estimula la reabsorcion y se ha implicado en la pa-
togenia de la enfermedad de Paget.

* Interleuquina 11 (IL-11): se produce en la médula dsea e induce la forma-
cion de osteoclastos.

* TNF (factor de necrosis tumoral): estimula in vitro la reabsorcion y se ha
relacionado con la pérdida dsea de artritis y enfermedad periodontal.

* Interferon gamma (IFN-y): induce la formacion de 6xido nitrico que supri-
me la accién y formacion de osteoclastos maduros, por lo que disminuye
la reabsorcion osea.

Ademas de las citoquinas de origen proteico y los factores de crecimiento,
una serie de compuestos quimicos no proteicos han demostrado tener un papel
en la diferenciacion de células madre. Los compuestos quimicos no proteicos
identificados son:

* Prostaglandina E2 (Raisz, L. G. et al?? y Weinreb, M. et al®).

« 1,25 Dihidroxivitamina D3 (Van Leewen, J. P. et al**).

» Dexametasona (Sottile, V. et al?*y Zur Nieden, N. I. et al®).

» Acido ascorbico (isoforma L).

* B-glicerol fosfato.

* TAK-778 (Notoya, K. et al?).

« Estatinas (Sugiyama, M. et al®®).
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Estos compuestos quimicos tienden a ser menos I3biles con una vida media
mas larga comparada con los factores proteicos, lo cual es una ventaja para su
cultivo. Ademas, al contrario que los factores de crecimiento y citoquinas protei-
cas que tienen que ser sintetizados por células vivas, y posteriormente sometidos
3 modificaciones postranslacionales y procesos de purificacion, los compuestos
quimicos no proteicos pueden ser fabricados mediante reacciones quimicas en el
laboratorio y, por lo tanto, son mas definidos estructural y quimicamente com-
parado con los factores proteicos.

La prostaglandina E, es un eicosanoide natural que se deriva del metabolis-
mo del dcido araquidonico. Se ha demostrado que estimula tanto la proliferacion
como la diferenciacidon hacia osteoblastos de las células madre somaticas de la
médula 6sea?* =,

La 1,25-dihidroxivitamina D3, también conocida como calcitriol, es la forma
activa de la vitamina D. Se ha demostrado que inhibe la diferenciacion hacia
linajes adiposos de las células madre de la médula 6sea?*>° y estimula la diferen-
ciacion osteobldstica, asi como la posterior mineralizacion del tejido.

La Dexametasona, un esteroide sintético, ha demostrado estimular la dife-
renciacion hacia linajes osteoblasticos en células madre de origen adulto®'. Se
utiliza habitualmente en combinacion con el acido ascorbico (vitamina C) y el
3-glicerol fosfato.

El TAK-778 es un compuesto sintético de reciente aparicion que ha demos-
trado ser un potente inductor osteogénico tanto en animales como en modelos
in vitro®.

Las estatinas son una serie de compuestos quimicos no proteicos que inhi-
ben la enzima 3-hidroxil-3metilglutaril coenzima A reductasa, la cual juega un
papel esencial en la generacion del colesterol. De manera que ademas de su Uso
como farmaco reductor de los niveles sanguineos de colesterol, también tiene
un efecto profundo en la osteosintesis y en la diferenciacion hacia osteoblas-
tos?8:32.33, pudiendo ser a su vez utilizado en el tratamiento de la osteoporosis.

3./ Sustrato de matrix extracelular (natural o sintética)

Otro grupo de factores que intervienen en la diferenciacion de células madre
hacia osteoblastos segun la bibliografia son determinados compuestos conteni-
dos en la matriz extracelular 6sea.

El tejido 6seo estd compuesto por una mezcla heterogénea de tipos celu-
lares (endoteliales y osteoides) embebidos en una matriz extracelular minera-
lizada que mantiene la integridad estructural del tejido. Esta matriz consta de
componentes orgdnicos e inorganicos. El componente inorgdnico de Ia matriz
extracelular 0sea, que es el responsable de la mayoria del peso de la misma,
estd compuesto principalmente por sales cdlcicas en forma de hidroxiapatita, y
secundariamente por impurezas, de las cuales las mas frecuentes son carbona-
tos. Ademas sales inorganicas de magnesio, potasio, fluoruro, fosfato y citrato
estdn también presentes en cantidades significativas. El componente orgdnico de
Ia matriz dsea extracelular estd compuesto principalmente por coldgeno de tipo |
(95% del peso) junto a pequefias cantidades de otras isoformas de coldgeno, pro-
teinas no coldgenas (osteocalcina, osteonectina, osteopontina, osteoadherina,
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fibronectina, sialoproteina dsea y tromboespondina) y proteoglicanos. Ademas
del papel estructural, la matriz extracelular dsea juega un papel en Ia fisiologia
del hueso influyendo en el microambiente de las células que estdn contenidas
en ella. Estudios histoldgicos han revelado remodelado extenso de la matriz
Osea extracelular durante el crecimiento y desarrollo, asi como en determinadas
condiciones patoldgicas?.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, la introduccion de sustratos de matriz
Osea extracelular apropiados en cultivos de células indiferenciadas inducen la
diferenciacion de las mismas hacia linajes osteobl3dsticos. Estos sustratos pueden
ser obtenidos de forma natural o sintética®.

Hay una serie de propiedades de estos sustratos que son importantes en la
osteoinduccion y osteoconduccion, y deben de ser ampliamente consideradas
en términos de ingenieria de tejidos. Estas propiedades son: biocompatibilidad,
ausencia de citotoxicidad, biodegradacion y porosidad (disefio tridimensional).

La tasa de union celular, proliferacion y diferenciacion osteogénica de células
madre somaticas (adultas) en matriz dsea extracelular dependen de una serie de
factores entre los cuales se incluyen:
» Composicion quimica: el compuesto debe incorporar la parte organica e
inorgdnica que se encuentra habitualmente en la matriz sea extracelular.

 Carga electrostatica: Se ha demostrado que la presencia de cargas nega-
tivas en la superficie del compuesto son beneficiosas para la adhesion y
extension de las células madre.

« Textura/rugosidad de la superficie: Tienen un grado moderado de influen-
cia en la adhesion celular. Se ha demostrado que el grado de madurez de
la célula madre somatica determina su sensibilidad hacia la textura de la
superficie.

 Configuracion geométrica (disefio tridimensional): Fundamental para la
proliferacion y diferenciacion hacia osteoblastos asi como la angiogénesis.

Componentes de la matriz dsea extracelular con capacidad osteogénica de-
mostrada:

Colageno tipo |

De los compuestos antes mencionados el coldgeno tipo | es el mas abundante:

Se ha demostrado que el coldgeno tipo | estimula la adhesion y maduracion
de osteoblastos peridsticos primarios en cultivos celulares in vitro**3>. Ademas,
otros tipos de coldgeno menos frecuentes también han demostrado jugar un
papel importante en la diferenciacion hacia osteoblastos. Habitualmente, las
matrices que se utilizan para ingenieria de tejidos complementan el coldgeno
tipo | con otro tipo de sustratos presentes en la matriz extracelular como son
condroitin sulfato, acido polildctico, acido polildctico-coglicdlico, politetrafluroeti-
leno (matrices compuestas). Estas matrices compuestas ofrecen unos resultados
fantasticos en la diferenciacion de células madre de origen adulto, como de-
muestra Nguyen et al*® en su estudio. Con el fin de maximizar la influencia sobre
células indiferenciadas y guiar su desarrollo hacia linajes osteoblasticos se ha
aunado el poder inductor de estos compuestos con el de factores de crecimiento
de efecto mas que reconocido como las BMP obteniéndose resultados muy bue-
nos®’. Otra proteina que, interactuando junto al coldgeno, ha demostrado jugar
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un papel fundamental en la diferenciacion de células madre hacia osteoblastos
es la fibronectina®®°.

Glicosaminoglicanos

Son fundamentalmente moléculas formadas por cadenas largas de azu-
cares. El hialurénico ha demostrado ser un potente inductor de diferenciacion
osteogénica en células madre somaticas*®4.

Ademas, se ha demostrado que glicosaminoglicanos como el heparan sul-
fato estimula la actividad bioldgica de la BMP y el FGF*243,

El perlecan, un proteoglicano que contiene heparan sulfato ha demostrado
tener a su vez un papel fundamental en I3 osteogénesis*:.

Compuestos calcicos mineralizados

Compuestos de fosfato cdlcico en forma de hidroxiapatita han sido muy
utilizados para la fabricacion de matrices para Ia diferenciacion osteogénica
de las células madre. También se han utilizado fosfato a-tricalcico y f-fosfato
tricalcico*#959,

4./ Cocultivo y medio celular condicionado

Basado en la idea mas que demostrada de que el comportamiento y la di-
ferenciacion de las células madre est3d condicionado por el medio en el que se
encuentran, surge esta estrategia de diferenciacion de las mismas. El cocultivo
consiste en introducir las células madre en un cultivo junto a otros grupos celu-
lares predefinidos para que sean estos los que actuen de guia para su diferen-
ciacion. Por tanto podriamos considerar el medio en el que se cultiva la célula
madre como factor totalmente influyente en Ia direccion de su diferenciacion.
Se ha demostrado que el cocultivo de células madre junto a osteoblastos fetales
estimula la diferenciacidon de las mismas hacia linaje osteoblastico®'.

Sin embargo, se ha demostrado que el cocultivo con osteoblastos no es
el unico que induce la diferenciacion de las células madre hacia osteoblastos.
Partiendo del concepto de la osificacion endocondral mediante la cual el tejido
oseo definitivo pasa previamente por una fase cartilaginosa, se demostro que el
cocultivo de células madre con condrocitos estimula también la diferenciacion
de las mismas hacia linajes osteobldsticos®>253, En el estudio de Nurminskaya
et al'® se observo como la transglutaminasa derivada de condrocitos ejercia una
accion estimuladora de diferenciacion de células madre hacia osteoblastos.

Ademas del cocultivo con condrocitos, se ha demostrado cientificamente
que el cocultivo con otros tipos diferentes de precursores celulares también
estimula la diferenciacion de células madre hacia osteoblastos. Segun la biblio-
grafia, los tipos celulares que tienen este efecto en cocultivo con células madre
son:

» Células endoteliales vasculares®.
« Células procedientes de la duramadre®.
» Células inadherentes de la médula 6sea®s.

Asimismo, se ha establecido que el cocultivo de células madre junto a
osteoblastos totalmente diferenciados no estimula |a diferenciacion de las mis-
mas>’.
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5./ Radicales libres de oxigeno

Sequn la bibliografia, existe evidencia cientifica de que los radicales libres
de oxigeno son mensajeros celulares importantes en el proceso de crecimiento
y diferenciacion celular®®. Asimismo, se ha observado que se libera una impor-
tante cantidad de radicales libres de oxigeno cuando se produce una lesidon 6sea
traumatica, lo cual parece indicar que éstos juegan un papel importante en la
osificacion que se produce después de una lesion dsea. Este hecho lo demuestra
Chae, H. J. et al*® en un estudio en el que evidencia como radicales libres de
oxigeno generados por radiacion ionizante tienen un efecto estimulante en la
diferenciacion hacia osteoblastos.

No obstante, existe controversia acerca de este factor, puesto que otros
autores como Mody, N. et al®° exponen resultados opuestos a los de Chae H. J.
et al. en un estudio en el que muestra que el estrés oxidativo inducido por el
peroxido de hidrégeno producia un detrimento en la expresion de los marcadores
de diferenciacion de los progenitores osteoblasticos.

Dentro de los radicales libres de oxigeno, el papel del NO en el proceso de
osteogénesis estd ampliamente documentado en la bibliografia. Parece ser que
el NO produce un efecto dosis-dependiente en la osteogénesis. En altas concen-
traciones, el NO produce un efecto inhibitorio de la reabsorcidon dsea, asi como
de la proliferacion de osteoblastos. A niveles moderados de NO se ha observado
que se estimula la reabsorcion 6sea, mientras que en presencia de NO en bajas
concentraciones, se aprecia un aumento de la proliferacion y diferenciacion os-
teoblastica®'.

6./ Estimulacién fisica

Otro factor influyente en la diferenciacion osteoblastica evaluado en la bi-
bliografia es la aplicacion de estimulos fisicos a las células madre. Los estimulos
fisicos que mas se han estudiado en la diferenciacion de células madre hacia
osteoblastos son:

* Aplicacion de campos eléctricos y magnéticos. Se ha demostrado que fre-
cuencias bajas de aplicacion pulsatil de alrededor 15 Hz en células madre
tienen un alto poder estimulante de Ia osteogénesis en comparacion con
frecuencias altas®? . El mdximo efecto estimulante se ha descrito en las
etopas tempranas de diferenciacion osteoblastica.

 Aplicacion de calor. La aplicacion de golpes de calor de alta temperatura
ha demostrado ser un factor que estimula la diferenciacion hacia osteo-
blastos®.

* Aplicacion de fuerzas mecanicas. Segun la bibliografia, en ausencia de fac-
tores exogenos de crecimiento y de factores de diferenciacion, estimulos
mecanicos de forma aislada son capaces de inducir la diferenciacion de
células madre adultas hacia linaje celular osteoblastico®.

* Aplicacion de ultrasonidos. Los ultrasonidos de baja intensidad han demos-
trado tener un efecto positivo en Ia reparacion dsea in vivo, ademas de
efectos estimulantes de |a diferenciacion hacia osteoblastos en cultivos de
células madre in vitro®.

* Aplicacion de laser. Existe evidencia cientifica de que la radiacidon generada
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por laser aumenta la proliferacion y la diferenciacion de células madre ha-
cia precursores osteoblasticos®®.

7./ Emparejamiento celular a través de formacion de canales intercelulares
(gap junction)

Una forma habitual de comunicacion intercelular in vivo es estableciendo
canales intercelulares. Estos son unos canales de pequeno tamafio, con un ta-
mano de poro de 1,5 nm aproximadamente entre el citoplasma de dos células
adyacentes. Son técnicamente canales de membrana proteicos que regulan
Ia transmision de iones (moléculas de muy bajo peso molecular) entre dos
células.

A través de estos canales se pueden transferir moléculas que son impor-
tantes para la diferenciacion hacia osteoblastos. Se ha visto que los canales in-
tercelulares establecidos por emparejamiento juegan un papel importante en Ia
diferenciacion osteogénica®”. Ademas Schiller et al evidencio que la inhibicion de
este tipo de canales mediada por el 3cido 18-a-glicilrretinico tenia como resulta-
do la transdiferenciacion de osteoblastos hacia linaje celular adiposo®®.

8./ Extractos citoplasmicos

Durante anos se ha barajado Ia hipotesis de introducir extractos citoplasmi-
cos de células maduras en células madre para lograr la diferenciacion a dichas
lineas celulares. Sin embargo, en la practica se ha ido mas alld logrando no solo
la diferenciacion de células indiferenciadas, sino la reprogramacion de células ya
diferenciadas hacia otro linaje celular totalmente diferente.

Hakelien et al. consiguieron reprogramar células fibrobldsticas para expresar
células T y funciones neuronales mediante la exposicion de extractos citoplas-
maticos de células T y progenitores neuronales a los fibroblastos®®. Los estudios
acerca de la diferenciacion hacia lineas celulares osteoblasticas son escasos, no
obstante, se ha demostrado que las células autogenas de tejido adiposo pueden
transdiferenciarse hacia osteoblastos®™.

9./ Factores genéticos

Una estrategia novedosa para dirigir y controlar la diferenciacion osteogénica
de células madre es a través de modulacion genética. Esto consiste en transplan-
tar células madre con ADN recombinado de tal manera que ya tengan expresados
los genes que codifican para la fabricacion de determinadas proteinas o factores
de crecimiento que promueven diferenciacion osteogénica. A este respecto son
de particular interés los factores transcripcionales especificos de linaje osteoblas-
tico, como son RUNX-27°, Osterix”", Foxc172, Msx272, Alx472 y dIx57%. Todos ellos
pueden ser considerados como “interruptores maestros” que controlan Ia expre-
sion de una serie completa de proteinas especificas para la diferenciacion de las
células osteobldsticas. De todos ellos, el mas estudiado es el gen RUNX-2, un
homologo de Ia proteina Runt de la drosofila, que sirve a su vez como regulador
transcripcional temprano de la diferenciacion osteoblastica en células indife-
renciadas y como modulador de la osificacion de osteoblastos ya diferenciados.
Existe evidencia cientifica de que este factor transcripcional (RUNX-2), estd en el
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punto de convergencia de multiples rutas para la regulacion de la diferenciacion
osteoblastica’. Ademas se ha demostrado una estrecha relacion con la accion de
la proteina morfogenéticas 6sea (BMP). Debido a la importancia de este gen en
concreto, se hablard de una forma mas pormenorizada, revisando la bibliografia
escrita al respecto mas adelante.

10./ BMPs

Si bien es cierto que todos los factores enumerados en este trabajo se estan
estudiando por los investigadores y clinicos como estrategias para la osteodife-
renciacion de células madre, son las proteinas morfogenéticas (BMPs) las que
experimental y clinicamente presentan mas posibilidades de aplicacion a corto
plazo. Los resultados obtenidos en estudios in vitro e in vivo son muy prome-
tedores, tanto en estudios donde se asocian a matrices aplicadas directamente
a defectos 6seos, como en aquellos donde se afadan directamente a cultivo de
células madre para inducir la diferenciacion a preosteoblastos y osteoblastos®!’.

Las primeras evidencias sobre sus posibilidades osteoinductoras se deben
a Urist et al (1965). Este autor demostro que extractos obtenidos a partir de la
matriz orgdnica del hueso eran capaces de formar hueso en tejido muscular. Las
denomind proteinas morfogenéticas 6seas desconociendo su estructura quimica
y comportamiento fisiologico’.

A partir de los extractos proteicos de hueso se identificaron en una primera
etapa 15 proteinas BMP. Con la excepcion de la BMP-1, todas ellas son citoquinas
multifuncionales que se engloban en la superfamilia de las TGF-B. Algunas de
ellas han demostrado capacidad osteoinductora?' 76788083 y prcticamente todas
participan en diferentes procesos del desarrollo, crecimiento, diferenciacion y
apoptosis celular’s-8!,

Estructura quimica:

Las proteinas morfogenéticas se sintetizan como precursores de gran tama-
fo y la forma madura se libera mediante un proceso de proteolisis de la regién
propeptidica. La forma final activa de las BMPs, es un homodimero que presenta
tres puentes disulfuro en cada mondmero (intracatenarios) y un cuarto puente
disulfuro uniendo ambas cadenas peptidicas (intercatenario). Esta estructura es
similar a la encontrada en miembros de la superfamilia TGF-3, lo que ha hecho
que algunos autores la denominen “la estructura basica del TGF/BMP”.

* A finales de los afios 80, las BMPs se aislaron y se secuenciaron, con lo
que se abrio Ia puerta a su expresion mediante técnicas de DNA recombinante
en diversos organismos modelos”82:83,

BMP-2:

Es la proteina que presenta mayor capacidad de inducir la regeneracion 6sea
y de formar hueso ectdpico en vertebrados adultos, aunque su vida media en el
organismo es muy corta. “Cuando se libera adecuadamente, resulta eficaz en la
regeneracion de tejido 6seo”®'.

La BMP-2 desencadena una respuesta celular al unirse a receptores de super-
ficie. De esta manera incide en multiples procesos celulares y altera la expresion
geénica. Estos cambios estan relacionados con procesos de desarrollo embrionario
o de diferenciacion a tejidos mesenquimales, mayoritariamente tejido dseo.
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En multiples estudios in vitro se ha demostrado que la BMP-2 induce o
aumenta los pardmetros osteobldsticos de células multipotenciales, tanto en
cultivos primarios, como en lineas celulares establecidas. Dentro de estos para-
metros se incluyen la fosfatasa alcalina, asociada al inicio de la calcificacion y
marcador temprano de diferenciacion dsea®.

Obtencion de la BMP-2:

La BMP-2 humana ha sido clonada, y actualmente se puede obtener de ma-
nera recombinante utilizando diferentes métodos de expresion (rhBMP-2). Los mé-
todos de expresion descritos en la bibliografia para la obtencion de la proteina son:

* Expresion de rhBMP-2 en células CHO de mamifero (Israel, Wozney, et al.

1991).

» Expresion de rhBMP-2 en células sf9 de insecto (Marouka, et al. 1995).

 Expresion de rhBMP-2 en E. Coli (bacteria) (Ruppert, et al. 1996).

» Expresion de rhBMP-2 en plantas de tabaco (Gao, et al. 2006).

Ademas de dichos métodos de utilizacion del recombinante clonado e intro-
ducido en los diversos organismos para su expresion, también se ha utilizado un
método de obtencion de BMP purificada de hueso para su uso clinico (Johnson,
et al. 1992)85-89,

Actualmente, el método de obtencion mediante purificacion de hueso (ais-
lamiento de BMP de hueso desmineralizado) se ha planteado como un método
poco efectivo (se obtiene muy poca cantidad de proteina por cada kilogramo de
hueso) y caro.

Los métodos mas eficaces para la obtencion de Ia proteina son la utilizacion
de recombinantes en organismos que la expresen, sin embargo estos procedi-
mientos requieren una serie de procesos de purificacion y posterior activacion
(desnaturalizacion y aplicacion de protocolos de plegamiento) de la proteina para
que se pueda utilizar.

Actuacion celular de 1a BMP-2 (ruta de sefializacién):

En lo referente a la ruta de sefalizacion celular, las BMPs desarrollan su acti-
vidad biolégica mediante su unién a receptores de la superficie celular (recepto-
res serin-treonin-quinasas). Existen dos receptores conocidos: BMPR-I y BMPR-
1. La union de Ia BMP-2 se da inicialmente al BMPR-Il y después al BMPR-I. Al
unirse a los dos receptores se forma un complejo heteromérico estable. De esta
manera, el receptor tipo Il fosforila al receptor tipo |, que a su vez desencadena
la fosforilacion de las proteinas Smad.

La ruta de senalizacion intracelular Smad se considera la “via candnica” de
respuesta celular que regula Ia expresion transcripcional en respuesta a BMP-2.

Una vez que el BMPR-I fosforila a las R-Smad (receptor de membrana),
éstas dimerizan en el citoplasma con una Co-Smad (mediadora). El complejo se
transloca al nucleo y funciona como factor transcripcional, iniciando la expresion
de genes de respuesta temprana a la BMP-278,

Resultados obtenidos con BMP-2 obtenida por cultivo de E. Coli:

La BMP-2 utilizada actualmente en investigacion experimental y clinica se
obtiene fundamentalmente por expresion de las células CHO de mamifero, sien-
do este método el utilizado por Ia compania "GENETIC". Este método tiene el
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inconveniente de su dificultad y sensibilidad en el proceso de obtencion y, por
tanto, su elevado coste.

Como alternativa se estd utilizando BMP-2 recombinante (rhBMP-2) obte-
nida a partir de cultivos de E. Coli genéticamente modificados, tal y como han
desarrollado el grupo de ingenieria tisular de la UCM dirigido por los doctores
Lopez Lacomba, Sanz Casado y Martinez Corrid.

La BMP-2 induce la diferenciacion celular hacia fenotipo osteoblastico. En
estudios “in vitro”, utilizando células mioblasticas adultas de ratas (serie celular
C2C12), es capaz de hacer que se transformen hacia células osteoblasticas pro-
duciendo modificaciones en su forma y haciendo que liberen fosfatasa alcalina al
medio de cultivo, marcador especifico de célula 6sea™.

La actividad de Ia enzima FA aumenta con la dosis de rhBMP-2 (com-
portamiento dosis-dependiente), alcanzdndose la maxima respuesta celular
con una concentracion de 100 nm de rh-BMP-2. Resultado similar a otros
estudios®* .

En estudios experimentales, se ha demostrado ademas de la activacion de
los procesos de diferenciacion osea, el efecto sobre la angiogénesis, éste Ulti-
mo indispensable para la formacion viable de tejido 6seo. Ensayos preliminares
muestran una mayor migracion de células endoteliales en explantes de aorta
cultivados con rhBMP-2%0-92,

De las diferentes isoformas de la proteina, se ha concluido cientificamente
que las isoformas BMP-2, -6 y -9 son las que mas influyen en |a osteodiferen-
ciacion de células madre somaticas de médula osea?'. Es interesante también
recalcar que, a diferencia de las células madre procedentes de médula dsea, las
células madre de origen embrionario no responden de la misma forma a la apli-
cacion de la BMP. Las células madre de origen embrionario no son estimuladas
para su diferenciacion hacia linaje osteoblastico por Ia BMP. En vez de ello, ha
sido demostrado que la BMP induce su diferenciacion hacia células trofoblasticas,
hematopoyéticas, condrogénicas e incluso cardiomiogénicas, mientras que no
hay evidencia cientifica acerca de la utilizacion de BMP para la induccion de su
diferenciacién hacia linaje osteoblastico?6:5:81.93-%6,

Por otro lado se observa la inactivacidon de los procesos relacionados con
otros tejidos mesenquimaticos, como son el tejido muscular y el sistema ner-
vioso.

Existen cambios drasticos en las células estudiadas como consecuencia del
efecto morfodiferenciador de la rhBMP-2.

El tratamiento con rhBMP-2 induce la sobreexpresion de genes relaciona-
dos con la diferenciaciéon dsea y la angiogénesis, mientras que los genes rela-
cionados con la diferenciacion mioblastica y neural estdn inhibidos".

De forma paralela, se ha descubierto que en la accion de la BMP tiene un
papel relevante el factor transcripcional RUNX-2.

11./ Gen RUNX-2

Si bien las BMPs actuan sobre receptores de membrana, existen dentro del
citoplasma proteinas que suponen eslabones especificos de accion sobre el ADN
celular. Eslabones sobre los que interactuan los mecanismos de accion intracelular
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de las BMPs y cuyo conocimiento puede suponer nuevas vias en |a investigacion
sobre la diferenciacion dirigida de células madre hacia lineas osteoblasticas.

Una de estas proteinas es la RUNX-2 o CBFA1. La proteina RUNX-2 o CBFAT1
(core-binding factor subunit alpha-1) es un factor de transcripcion codificada en
el ser humano por el gen RUNX-2, que cumple una funcion fundamental en la
diferenciacion osteobldstica y en la formacion dsea.

Se ha descubierto que el gen RUNX-2 estd requlado por el ciclo celular, y
a su vez el gen regula el ciclo celular’® ya que los niveles de expresiéon del gen
alcanzan sus mayores niveles durante los periodos de inactividad y descienden
drasticamente durante la etapa de proliferacion celular, sin embargo, la actuacién
del gen sobre los promotores de los genes clave en todo momento, permite que
continve la determinacion del linaje celular hacia osteoblastos sin interrupcions.

Adems3s, el gen RUNX-2 estd regulado por varios factores como: HES-1,
Msx2, DIX5 y proteinas TLE. Esto dificulta la tarea de determinar de forma expe-
rimental cuadles son los factores que mas influyen en la expresion de este gen, ya
que en los estudios es necesario realizar pruebas aisladas para cada uno de ellos
y no se pueden valorar todos al mismo tiempo.

El gen RUNX-2 estd asociado al mecanismo de accion de las BMPs. Al acti-
varse los receptores transmembrana por un proceso de autofosforilacion, se pro-
duce la fosforilacion de la molécula Smad 1/5 que se asocia con la Smad4 y esta
ultima, tras su traslocacion al nucleo, es responsable de la interaccion con el gen
RUNX-2/Cbfa1/0Osf2/AMLe que requla de forma positiva la expresion de factores
osteoblasticos' actuando sobre el ADN como se ha descrito anteriormente.

Una caracteristica importante de Ia expresion de este gen es que codifica
al menos dos isoformas de mARN. Dependiendo del tipo que se codifique, se
producirdn dos tipos de proteina que difieren en su dominio amino terminal (tipo
Iy tipo II)"™.

Respecto a las alteraciones derivadas de las mutaciones en este gen, que
demuestran su importancia capital en el correcto desarrollo 6seo, se ha demos-
trado que Ia haploinsuficiencia del gen esta asociada al desarrollo de la disostosis
cleidocraneal y, en los ratones en los que se ha anulado la expresion de este gen,
se ha observado la ausencia total de huesos'®.

Estos hallazgos también son pruebas concluyentes en la importancia funda-
mental del gen RUNX-2 en la diferenciacion osteoblastica puesto que la ausencia
Unicamente de este gen impide el correcto desarrollo 6seo'®’.

Todos los autores coinciden en la importancia de la expresion del gen para
que se produzca la diferenciacidon osteoblastica®”-98.101.109.110.1m.

Este gen actua tanto en los procesos de transcripcion, regulando la diferen-
ciacion osteoblastica como en la modulacion de la formacion de hueso actuando
sobre los osteoblastos ya diferenciados'®®.

Segun T. Komori, la accion del RUNX-2 no es la misma durante los diferen-
tes estadios de diferenciacion: en una primera fase, seria el primer determinante
para establecer una linea de maduracion osteobldstica y, junto con el factor de
transcripcion Sp7/Osterix y Wnt, serian responsables de inhibir el proceso de di-
ferenciacion a condroblastos y adipocitos en las células implicadas. Después man-
tendrian a los osteoblastos en un estado inmaduro, durante el cual se produciria
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hueso inmaduro con fibras coldgenas desordenadas y escasa mineralizacion y por
ultimo, deberia suprimirse para permitir la maduracion final de los osteoblastos y
la formacion de hueso maduro®°°,

En la tesis de K. Villegas sobre la caracterizacion de la expresion de RUNX-
2, se recogen de forma similar las 3 fases de: proliferacion, maduracion de la
matriz extracelular y mineralizacion de la matriz extracelular descritas por Lian
y Stein'2113.

Sequn C. Banerjee et al., existen dos isoformas del gen (tipo I/p56 y 11/p57)
que actuan de manera diferente sequn el estado de maduracion de las células.
Asi el tipo | seria el responsable de la regulacion celular en los estadios mas tem-
pranos, mientras que el tipo Il intervendria mayoritariamente en los procesos de
diferenciacion, maduracion y mantenimiento de las células osteobl3asticas.

El tipo | del gen se encuentra en las células indiferenciadas que todavia no
pertenecen al linaje 0seo y su accidon consiste en proporcionar a las células plu-
ripotenciales la opcidn de sequir la via mesenquimal, por lo que el tipo | estaria
relacionado con las etapas mas tempranas de la diferenciacién y no obligato-
riamente con la diferenciacion osteoblastica, aunque su accion es igualmente
necesaria.

Por otro lado, el tipo Il se encuentra en mayor proporcion en las células ya
diferenciadas y estd mas relacionado con los cambios inducidos por la accion de
las BMPs, lo que sugiere que es el tipo mas importante en los procesos de dife-
renciacion y maduracion de las células osteobladsticas y actua en procesos mas
tardios que los controlados por el otro tipo I°8.

Esta explicacion también es respaldada por Xiao y col. que observaron como
la isoforma del tipo Il se expresaba minimamente en los estadios de proliferacion
mientras que aumentaba considerablemente durante las etapas de diferenciacion
y maduracion.

Enomoto et al. que demuestra que este gen también es fundamental en Ia
maduracion de los condrocitos respaldado por los resultados observados en los
ratones en los que se suprimio el gen™.

Es importante mencionar que el efecto de la expresion del gen ha sido eva-
luado de forma experimental sobre cultivos celulares o mediante su supresion
en ratas tipo Whistar y, por tanto, existen otros muchos factores que podrian
afectar a su interaccion con el resto de factores de transcripcion cuyo efecto no
estd completamente recogido en estos estudios.

X. Li et al. describen como el factor RUNX-2 esta estrechamente regulado
tanto a su nivel transcripcional y postraslacional; en este caso la proteina CHIP
(C terminus of Hsc70-interacting protein) requla al gen RUNX-2 mediante un
proceso de ubiquitinizacion.

De este modo, una sobre-expresion de la proteina CHIP en los pre-osteo-
blastos produce la degradacion del RUNX-2, inhibiendo la diferenciacidon osteo-
blastica®”’. Como esta, existen muchas regulaciones que afectan la actividad de
RUNX-2, pero su evaluaciéon debe hacerse de forma aislada para poder estudiar
los efectos de cada una y, hasta el momento, no se han podido definir claramen-
te la influencia de cada factor requlador y las interacciones que pueden darse
entre ellos al actuar conjuntamente o en un medio natural.
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A este respecto es importante destacar el articulo de Shui et al. en el que
se estudiod el efecto de RUNX-2 en células de médula 6sea humana para con-
trastarla con los datos de los demas estudios que utilizaron, en la mayoria de los
casos, células de rata tipo Whistar. Las conclusiones obtenidas apuntan que se
observo claramente la intervencion y la importancia del gen en la diferenciacion
osteobldstica pero que, a diferencia de los resultados obtenidos en células de
roedores, esta diferenciacion no se asocia @ un aumento de sintesis de proteinas
RUNX-2/Cbfal si no a un aumento en la actividad del gen, sin ningun cambio
en los niveles de proteinas en el caso de las células de médula 6sea humana'®.

Ademas de su efecto sobre las células mesenquimales indiferenciadas, tam-
bién se ha descrito Ia capacidad del RUNX-2 para actuar sobre células mioblasti-
cas primarias, revertiendo los procesos propios de esta linea celular y producien-
do la expresion del fenotipo osteoblastico™!.

En la mayoria de los estudios, se ha evaluado la accion del gen RUNX-2
como parte del conjunto de efectos producidos por la BMP-2, reconociéndose
el papel fundamental del gen en la diferenciacion osteoblastica, pero siempre
condicionado a la accion de la BMP; sin embargo, en este estudio se demuestra
la importante influencia que puede ejercer este gen por si sélo sobre la dife-
renciacion celular mediante la expresion directa del gen, sin intervencion de los
procesos desencadenados por la BMP-2.

Respecto a las alteraciones que producen las mutaciones en el gen, todos
los articulos coinciden en que no es posible que se lleve a cabo un correcto de-
sarrollo de los huesos puesto que, en todos los experimentos, se ha observado
una débil mineralizacion en escasas localizaciones del esqueleto (debida a la
accion de los condroblastos) y ausencia total de calcificacion u osificacion en el
resto de los huesos'™®.

VIl. CONCLUSION

Después de analizar Ia bibliografia acerca de las diferentes estrategias y uti-
lizacion de factores para la diferenciacion de células madre hacia osteoblastos se
puede concluir que se estan obteniendo por separado resultados muy promete-
dores. Lo cual, ademas, nos induce a pensar en una probable via de investigacion
de factores combinados y no de forma aislada como se estdn analizando hasta
ahora.

Dentro del dmbito de los factores de diferenciacion, los que se han obser-
vado que presentan mejores resultados son los factores de crecimiento, y dentro
de ellos concretamente la BMP. Es, ademas, este factor de crecimiento de vital
importancia en este campo debido, no solo a los fantasticos resultados que arroja
acerca de regeneracion dsea, sino también por lo viable/tangible de su aplicacion
clinica futura.
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DISCURSO DE CONTESTACION DEL

Excmo. Dr. D. Antonio Bascones Martinez



Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia,
Excmo. Sr. Secretario de la Comision Gestora de Ia Academia de
Ciencias Odontoldgicas de Espafia,

Excmo. Sras. y Sres. Académicos,

Senoras y Senores,

Tomo la palabra, una vez mas, en nombre de la Academia, para presentar al
profesor José Vicente Sanz Casado. Agradezco sinceramente a nuestra corpora-
cion que me haya elegido para contestar el discurso de entrada y, por supuesto,
recibirle como es preceptivo. Este es un momento fundamental en su vida aca-
démica ya que entra a formar parte, en los albores de la Academia de Ciencias
Odontoldgicas, de un grupo de académicos ilusionados con el proyecto. Confor-
me pasen los afnos serd una realidad, importante, en este campo de la ciencia.

Hubo un tiempo en que el conocimiento era una virtud reservada para unos
cuantos que manifestaban con sus expresiones holisticas una universalizacion de
Ia cultura. En la misma persona se encerraba la filosofia, las artes como la ar-
quitectura, la pintura y la escultura, la literatura, la ciencia y cualquier otro saber
del momento. El Renacimiento tomaba, de esta manera, cuerpo de naturaleza
en un mismo sujeto. Se trata de un movimiento cultural de Ia Europa Occidental,
durante los siglos XV y XVI, a caballo entre la Edad Media y |la Edad Moderna. La
ciudad de Florencia, en Italia, fue el lugar de nacimiento y desarrollo de este mo-
vimiento y la Toscana, su drea de expansion. En ella se asentaron celebridades
que dieron impulso a las Artes y las Ciencias. Son las ideas del Humanismo, las
que determinan una nueva concepcion del hombre y del mundo. Se realizabas, de
esta manera, |3 vuelta a los valores de la cultura grecolatina y a Ia contemplacion
de la naturaleza como forma de expresion. Una nueva etapa en la que pivota
una manera diferente de ver el mundo y al ser humano, con otros enfoques en
los campos de las artes, la politica, Ia filosofia y lIas ciencias. Rompe, de esta
forma, con la tradicion artistica medieval, a Ia que se calificd como un estilo de
barbaros. Historicamente, es contemporaneo de la era de los descubrimientos y
las conquistas ultramarinas lo que deriva en una expansion mundial de la cultura
europea, con los viajes portugueses y el descubrimiento de América. Esta es la
Academia en un sentido amplio. Un lugar de encuentro.

Al presentar a un doctor, como el que tenemos ante nosotros, intentamos
describir de la forma mas adecuada las caracteristicas que le hacen acreedor a
un sillon en la Academia. Utilizaré, para ello, dos pinceladas alrededor de una
personalidad académica: el hombre con su entorno y la universidad con su que-
hacer. Ambas no se pueden desligar pues estan agavilladas con un mismo cordel.

LA PERSONA

Nace nuestro nuevo Académico en la ciudad de Jaén, muy cerca de las
emblematicas ciudades de Ubeda y Baeza, donde cursa sus primeros estudios
en el colegio de los Hermanos Maristas. Posteriormente se traslado a Granada
donde estudio Medicina y adquiere el grado de doctor en Medicina con la cali-
ficacion de Sobresaliente cum laude. Poco después se traslada a la Universidad
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Complutense donde realiza todo su trabajo académico y cientifico. “Es Madrid,
ciudad bravia / que entre antiguas y modernas / Tiene 300 tabernas /'y una sola
libreria”. Y nosotros, los madrilefios, le recibimos con alegria y entusiasmo, no
exentos de ilusion por lo que en aquellos momentos ya prometia. Persona cabal
y prudente, en esta universidad desarrolla todo su quehacer cientifico, volcando
su afan y labrdndose un prestigio justo por su caracter y bonhomia, quizas por
influencia de D. Antonio Machado que cerca de su casa vivié unos afios. En esto,
su bondad, estamos de acuerdo todos sus amigos e incluso sus enemigos que
dudo que los tenga. Siempre esta dispuesto a hacer favores, a ayudar a la gente,
tratando que lo que le solicitan sea un favor que le hacen mas que uno que hace
él. El primer aire que respird estaba impregnado de los poemas a los campos
de olivos y a los recuerdos, sorianos, de sus olmos y dlamos, de las riberas del
Duero.

Junto a una gran persona hay una gran familia. Su esposa, Julia, médico-
estomatodlogo y sus dos hijos odontdélogos estdn a su lado. Esto es una buena
prueba de todo lo antedicho. Vaya mi felicitacion para todos ellos.

Debemos tener en cuenta, que el maestro no solo debe entender sino tam-
bién, tener generosidad, tolerancia y comprension, pues generosidad es dar,
tolerar es permitir, comprender es entender y entender es amar. El profesor
conoce, sabe y ensefia mientras que el maestro conoce, sabe, ensefa y ama. Es
decir, que el plano educativo de este Ultimo es superior pues hay ya un proyecto
moral que es el que vehicula en su diario contacto. “Quod natura non dat, Sal-
mantica non praestat”. Si entre los prosélitos no hay buen material, imposible
serd transmitir el conocimiento. El maestro da carta de naturaleza a un simple
conocimiento frio y estatico para transformarlo en dindmico, pues el conocimien-
to que no florece, y que solo impregna las cosas, no es vivo ni creativo. Toda
transmision debe ser dindmica y activa y, en ella, el sabio es el principal conduc-
tor. Es un escultor que cincela y esculpe la materia con el trabajo, la reflexion, la
busqueda de la excelencia. Trata de inculcarle una argamasa que le haga indem-
ne a los avatares de la vida. El conocimiento que se transmite es aquel capaz de
impulsar conocimiento.

La sabiduria se encuentra después de una vida plena y la plenitud de la vida
es patrimonio de la vejez. “Longa est vita, si plena est” decia Séneca y es que la
vida del anciano es un conjunto de serenidad, sensatez, tolerancia, generosidad,
comprension y aceptacion lo que es el entramado necesario para que se incorpo-
re el conocimiento y se llegue a Ia sabiduria. Nuestro hombre no ha llegado aun
3 este nivel, pero va camino de ello.

El viejo sabio posee la capacidad de ensenar lo que se debe hacer mas que lo
que se puede hacer y como hacerlo. La sociedad actual, tecnoldgica y del poder,
camina hacia Ia imagen, consumo, prestigio, dinero y con ello pierde su libertad
y por tanto su felicidad. Esta sociedad necesita el poder y Ia imagen del joven
olviddndose del viejo, del Maestro como portador no solo de transmision de
conocimientos sino también de saberes y referentes morales.

El Maestro, pues, no solo debe transmitir sino también presentar un pro-
yecto moral. El sabio cincela Ia personalidad del discipulo, esculpiendo, dia
3 dia, retazos de reflexion y conocimientos. Poco a poco va modelando una
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personalidad basada en el intercambio bidireccional entre el maestro y el disci-
pulo. Al fin, y a la postre, es un arquitecto del conocimiento, lo crea, lo innova,
lo reflexiona y lo transmite.

LA UNIVERSIDAD

En Ia Universidad Complutense, en su Facultad de Medicina, ha ocupado
todos los cargos posibles, desde secretario del Departamento de Anatomia y
Embriologia Humana, durante varios anos, hasta el de secretario de la Facultad
con diferentes decanos lo que demuestra su alto nivel de aceptacion entre el
profesorado de la facultad. Es profesor titular de Anatomia y Embriologia. Termi-
no sus estudios de Odontologia en la Universidad Complutense.

En la actualidad es director de un instituto universitario de donde han salido
varias tesis bajo su direccion y donde realiza su actividad investigadora que han
cristalizado en varios proyectos de investigacion (Ministerio de Ciencia e Inno-
vacion, Fondo de Investigaciones cientificas (FIS), Mutua Madrilefia, Comunidad
de Madrid...), asi como cerca de 20 proyectos con entidades privadas que le han
dado una financiacion necesaria para llevar a todo su equipo a la produccion de
trabajos internacionales de impacto. Mas de setenta publicaciones le avalan y
treinta participaciones en congresos nacionales e internacionales. Ultimamen-
te es de destacar, a lo largo y ancho de la geografia espaiiola, su participacion
en cursos de la especialidad, concretamente en el campo de la Implantologia.
Ha participado en multitud de cursos que harian muy larga esta presentacion.
Me gustaria acotar un dato que le define de una manera precisa: no es raro
encontrar muchos profesionales que desean hacer la tesis doctoral bajo su direc-
cion. A la puerta de su despacho llaman pidiendo ayuda y consejo.

Por todo ello, y por mucho mas, cuya pormenorizacion haria muy larga esta
contestacion, estd avalado para ocupar un lugar sefalado entre nosotros. No es
mi deseo detallar toda su trayectoria cientifica sino simplemente presentar una
fotografia de su persona y de su labor para que ustedes se hagan una idea de
quien les presento.

COMENTARIOS A SU DISCURSO

Nos presenta el profesor Sanz Casado un interesante problema como es
el de la regeneracidon dsea, presente y futuro. Es el caballo de batalla de la
Implantologia actual. Los defectos dseos de los maxilares constituyen un gran
problema, que muchas veces hay que obviar, en Ias técnicas quirurgicas. Por
ello, la regeneracion 6sea nos ayuda a repararlos y a facilitarnos la colocacion de
los implantes. Es el hueso autdlogo el que mejor nos sirve para conseguir una
buena remodelacion 6sea. En cavidad oral se utiliza como donante la sinfisis
mentoniana, trigono retromolar, rama de la mandibula, tuberosidad del maxilar
o el hueso cigoma. Otros lugares de donde podemos tomar hueso es la cres-
ta iliaca, calota craneana, costilla y tibia. Todo esto significa dos lugares qui-
rurgicos y las consiguientes molestas en Ia deambulacion o el postoperatorio.
Otro grupo importante de elementos utilizados para la reparacion de defectos lo
constituye el grupo de biomateriales. Se han usado osteoconductores como la
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hidroxiapatita, fibrina, coldgeno, fosfato tricdlcico, sulfato calcico, etc. Aplicados
de forma aislada o combinados con hueso autdlogo o heterdlogo.

También se utilizan membranas reabsorbibles o no reabsorbibles aplicando
los conceptos de regeneracion 6sea guiada para intentar regenerar hueso. Sin
embargo, como dice nuestro nuevo Académico: “no se trata ya de “reparar” en el
sentido cl3sico del término, sino de estimular los procesos de autorregeneracion
Osea existentes de forma natural en el hueso, facilitdndolos, induciéndolos o
incluso provocando su extension a defectos de un tamano superior al critico, de
forma que no sean necesarios tratamientos quirurgicos sustitutorios”.

Utilizando la combinacion de células, matriz y factores de diferenciacion se
puede conseguir el objetivo de crear un tejido idéntico al original, tanto estruc-
tural como funcionalmente. Tenemos, entonces, Ia medicina regenerativa esto es
la diferenciacion de células madre hacia el linaje osteoblastico para su posterior
Uso en ingenieria de tejidos y cirugia reconstructiva. Ante nosotros se abre un
campo inimaginable como es el de |a osteoporosis y osteoartritis y el tratamien-
to de las lesiones oseas traumaticas, asi como de los defectos dseos producidos
por enfermedades congénitas o tumorales. Como muy bien sefala nuestro re-
cipiendario: “las células madre se distinguen de las células progenitoras por su
capacidad de autorrenovacion y de diferenciacion en multiples linajes celulares,
mientras que las células progenitoras solo tienen capacidad de diferenciacion a
distintos linajes celulares, sin tener esa capacidad de autorrenovacion. Es esta
capacidad de autorrenovacion la que hace a las células madre realmente Utiles
en medicina de transplantes, puesto que de esta forma se puede proporcionar
una inagotable fuente de material de transplante”.

En el periodo embrionario, las células pueden dirigirse hacia el ectodermo,
endodermo y mesodermo. A partir del primero se forman las células del siste-
ma nervioso Yy las de los tejidos epidérmicos. Del mesodermo derivan dos lineas
fundamentales, la linea que genera células musculares (miocitos), de tejido graso
(adipocitos), células de hueso y cartilago, y otras muchas integrantes de visceras
como el rifion. La otra es la linea que da lugar al sistema hematopoyético, en donde
el sistema inmunitario tiene un gran protagonismo. Las células madre son células
autorrenovables con capacidad de generar uno o mas tipos celulares especializados.
Indiferenciacion y plasticidad son sus caracteristicas definitorias como muy bien
senala el Dr. Sanz Casado. Aunque las células madre de origen embrionario son
las que mayor potencialidad tienen a la vez que capacidad de diferenciacion, se ha
demostrado que las células madre de organismo adulto son suficientemente po-
tentes en términos de capacidad de diferenciacion como para diferenciarse a linaje
osteobldstico favoreciendo de esta manera la regeneracion dsea.

Los factores de crecimiento pueden definirse como proteinas producidas por
células, bien dseas (factores locales), bien extradseas (factores sistémicos) que
actuan modulando las funciones celulares, fundamentalmente la proliferacion y
diferenciacion (son el factor de crecimiento insulinico, factor de crecimiento y
transformacion beta). Estas proteinas se sintetizan y se encuentran en plaquetas,
macrofagos y osteoblastos. Tenemos también el factor de crecimiento derivado
de plaquetas y que se encuentra implicado en practicamente todos los procesos
de recuperacion de heridas.
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Sin embargo, son las BMP (proteina morgenética osea) los factores de cre-
cimiento que mas atencion han recibido en los Ultimos tiempos en relacidon con
Ia regeneracion osea por su accion sobre células multipotentes e inmaduras, 3
Ia vez que estimulan su diferenciacion a lineas osteoblasticas. Por todo ello son
potentes osteoinductores y mineralizadores de tejido.

Concluye nuestro nuevo Académico que los mejores resultados que se ob-
tienen son los relacionados con los factores de crecimiento, y especialmente con
la BMP. La aplicacion clinica futura es una realidad que nos hara cambiar nuestro
enfoque técnico y quirurgico consiguiendo una tasa de éxito mas alta que la que
tenemos en la actualidad.

Termino ya. Es un placer, para nuestra joven Academia, dar entrada al pro-
fesor José Vicente Sanz Casado por su brillante trayectoria en la Medicinay en la
Odontologia. No quiero acabar esta presentacion sin afiadir que en su trayectoria
se condensa la vida académica, docencia e investigacion, con la clinica diaria. Le
deseamos una larga vida entre nosotros y deseamos, que este compromiso que
adquieres, hoy dia con la Academia, sea eterno, fructifero y placentero. Al final
solo quedard lo bueno que hayas hecho y a los muchos que hayas dado ejemplo.

Y cuando llegue el dia del ultimo viaje,
y esté al partir Ia nave que nunca ha de tornar
me encontraréis a bordo ligero de equipaje,

casi desnudo, como los hijos de Ia mar.

He dicho.
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