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RESUMEN

La pérdida de hueso en los maxilares se debe a factores como exodoncias, trauma
facial, trastornos malignos o terapias médicas. Los exosomas son vesiculas
extracelulares secretadas al espacio extracelular por todos los tipos celulares del
organismo. Se ha demostrado que facilitan la reparacion en piel, corazén, hueso y
otros. El objetivo es analizar el uso de los exosomas como complemento en la
regeneracion 6sea en territorio craneomaxilofacial. Se realiz6 una revision sistematica
exploratoria en Pubmed, Embase, Scielo y Sciencie Direct. El andlisis de calidad se
efectio mediante la declaraciéon ARRIVE y evaluacion de riesgo de sesgo mediante
Cochrane. De 269 articulos, 7 cumplian con los criterios para su analisis. La fuente de
exosomas fueron células madre humanas (42%), animales (42%) o ambas (14%). La
aplicacion de los exosomas fue en ratas para defectos 6seos, como terapéutica en
osteoartritis de ATM y osteonecrosis asociada a bifosfonatos. En todos los estudios, la
aplicacion de exosomas mostré regeneracion Osea significativa y temprana en
comparacion con el grupo control. Se concluye que los exosomas obtenidos de células
madre, tienen diferentes fuentes celulares, pueden o no estar asociados a materiales
complementarios y en las distintas terapéuticas ha tenido un efecto favorable al
promocionar mineralizacién temprana, mejorando el ambiente osteogénico, facilitando
migracion celular enddégena, angiogénesis y disminuyendo la reabsorcion 0sea. Se
requieren estudios que permitan estandarizar protocolos optimizados para realizar
ensayos clinicos aleatorizados comparables, comprobando su seguridad y eficacia en
animales, para desarrollar investigacion y evaluar un potencial uso en tratamiento de

seres humanos.



INTRODUCCION

La pérdida de hueso alveolar se puede atribuir a una variedad de factores tales como
endodoncia, periodontitis, trauma facial, maniobras agresivas durante las extracciones
dentales o trastornos malignos. Independiente de la causa que genere pérdida de
tejido 6seo, comunmente el resultado sera una deformacién y pérdida de dimensiones

en la estructura.l2

Las enfermedades bucodentales tienen una alta prevalencia en el mundo, afectando
en el afio 2015 al 48% de la poblacion mundial. Dentro de éstas, la caries dental sigue
siendo la afeccion mas prevalente perjudicando a mas de 2.500 millones de personas.
Segun las estadisticas, la incidencia de caries en dientes permanentes y deciduos, la
periodontitis crénica severa (PCS) y la pérdida total de dientes (PTD) fue de 616
millones en todo el mundo sin diferencias determinantes entre sexo, siendo ésta Ultima
la principal causa de AVAD (afios de vida ajustados por discapacidad) debido a

afecciones orales en 7,6 millones de personas.®

Indistintamente de la edad en que se produzca la pérdida dentaria, se generan
cambios inevitables en las regiones vecinas tanto a nivel maxilar como mandibular,
éstas adquieren formas y relaciones nuevas entre si, afectando estética, anatomia y
funcion. Asi también, todos los cambios dimensionales producto de pérdida y
remodelado éseo, se exacerban en presencia de enfermedad periodontal, problemas

endoddnticos, trauma o fractura de tabla durante la extraccion.*

Junto a lo anterior, la insuficiencia de tejido éseo por reabsorcién alveolar debido a la
pérdida dental se presenta como un problema y un desafio para la rehabilitacion oral.
Frente a este conflicto, han surgido diferentes alternativas terapéuticas como la
regeneracion 6sea guiada, acompafiada de avances en biomateriales y técnicas
quirdrgicas®. Se considera entonces, que la regeneracion del tejido 6seo es

fundamental para restaurar la estética, fonética y funcién perdida del paciente?.



Del mismo modo, se ha dedicado un esfuerzo incansable al desarrollo de materiales
de regeneracion para restaurar los defectos en los huesos maxilofaciales, debido a su
alta tasa de incidencia clinica®. La investigacion en torno al aumento del volumen éseo
se ha focalizado en encontrar injertos que respondan a cada una de las necesidades
de reconstruccion, este hecho ha llevado a estudiar y comparar los beneficios y riesgos
de los distintos tipos de injertos, lo que incrementa de manera notoria las
probabilidades de éxito del tratamiento, disminuyendo asi los riesgos Yy

complicaciones®”’.

Entre las técnicas actuales que se utilizan para el aumento del tejido se encuentran:
distraccion osteogénica, bloques O6seos (autologico, alogénico o0 Xxenogénico) y
regeneracion ésea guiada (ROG)?. El autoinjerto de hueso autélogo actualmente es la
terapia Gold standard para la regeneracion Osea por poseer caracteristicas
fundamentales. No obstante, esta terapia presenta alto riesgo de morbilidad

postoperatoria del sitio donante y una rapida reabsorcion®®.

Por otra parte, se han desarrollado técnicas con el uso de membranas y concentrados
plaguetarios para complementar injertos. Si bien, las células madre son ampliamente
estudiadas, de acuerdo con Sandoval et. al., el uso de células madre no contribuye de
manera significativa a la eficacia de la regeneracion ésea después de los
procedimientos?®. Es por esto que los avances y tecnologia han llevado a la bisqueda
de elementos aln menores, que presenten una mejor biodisponibilidad de moléculas,

como es el caso de los exosomas derivados de células madrell,

Es necesario indagar en la bibliografia cientifica respecto al uso de nuevos dispositivos
médicos para mejorar la osteointegracion, una alternativa parece ser los exosomas.
Estas vesiculas extracelulares (EVs) han causado un gran interés en la terapia
regenerativa, tanto en el campo de la oftalmologia, neurologia como en el de la
regeneracion musculoesquelética. Es en esta ultima donde la osteoinduccion es de

gran importancia y los exosomas cumplen un rol relevante, como indica Cooper??,



Con lo que se ha presentado, queda de manifiesto que este proyecto de investigacion
tiene como propésito analizar el uso de los exosomas como complemento en la

regeneracion 0sea craneomaxilofacial.



MARCO TEORICO

1. Células madre y exosomas:

1.1) Células madre:

En el cuerpo humano se han caracterizado mas de 200 tipos celulares, siendo las

células madre (SCs) solo una clase de ellas.

Estas SCs tienen potencial para autorrenovarse y capacidad para diferenciarse, sus
caracteristicas especiales permiten la participacion en multiples etapas del desarrollo,

adquiriendo rasgos que satisfacen el conjunto de necesidades del organismo®314,

Las SCs se encuentran presentes en todos los seres humanos, como el origen de
todas las células que circulan en la sangre y como un componente del sistema de
regeneracion que tienen los diferentes érganos y tejidos. Tienen la habilidad de
dividirse y diferenciarse en células especializadas, pueden residir en diferentes tejidos

y 6rganos y tener diferentes fases de diferenciacion#,

1.1.1) Propiedades de una célula madre:

célula madre a. No se diferencia de forma terminal (no se encuentra al
— (@ final de una via de diferenciacion).
l b. Puede dividirse sin limite (o0 por lo menos durante toda la

vida del animal).

AUTORRENOVACKIN

c. Cuando se divide, cada célula hija tiene una opcion:

puede permanecer como célula madre o puede

r’
@
@

emprender un trayecto que determina su diferenciacion

terminal (Fig.1).

célula diferenclada .
de forma terminal

Figura 1. La definicion de una célula madre. Cada célula hija producida por la
division de una célula madre puede seguir siendo una célula madre o puede llegar a

diferenciarse de forma terminal. En muchos casos, la célula hija que opta por la



diferenciacion terminal sufre divisiones celulares adicionales antes de que termine la

diferenciacion terminall4.

Estas células son la materia prima del cuerpo, a partir de ellas se generan todas las
demas células con funciones especializadas. Bajo las condiciones adecuadas en el
cuerpo o en un laboratorio, las células madre se dividen para formar las llamadas
células hijas. Estas células hijas se convierten en nuevas células madre por medio de
autorrenovacion o en células especializadas a través de la diferenciacion, estas ultimas
con una funcion més especifica, como es el caso de las células sanguineas,
cerebrales, del musculo cardiaco o células 6seas. Ninguna otra célula del cuerpo tiene

la capacidad natural de generar nuevos tipos celulares?®®.

Al encontrarse en diferentes lugares y debido a sus propiedades, es que las células
madre pueden ser Utiles en muchas areas de la biomédica, medicina regenerativa " y

aplicables también en el territorio maxilofacial y la odontologia.

1.1.2) Tipos de células madre:

En la literatura actual encontramos una amplia gama de tipos de células madre, tales

como: mesenquimales, del periostio, adiposas humanas y células madre gingivales®.

Las células madre mesenquimales de la médula 6sea, son consideradas la mayor
fuente celular aplicada en ingenieria 6sea tisular y medicina regenerativa'®, debido a

su alto potencial osteogénico®.

1.1.2.1) Segun su obtencion, podemos encontrar:

a. Células madre embrionarias: Se obtienen de los embriones sobrantes de

la fertilizacion in vitro y existen grandes impedimentos éticos para su
usot®,

b. Células madre adultas: Se pueden encontrar en diferentes tejidos como

la médula 6sea, sangre periférica, grasa, piel, entre otros. Pueden ser
obtenidas de manera relativamente facil y en buena cantidad con un

riesgo minimo, permitiendo la formacién de bancos de donantes®®.



c. Células madre de cordén umbilical: Es un mecanismo intermedio, de facil

obtencion y riesgo minimo. Sus cantidades son escasas por lo que
generalmente se requiere mas de un donador para tratar a un paciente
adulto. Ademas, el tiempo de preservacion de las mismas es
desconocido y los bancos de sangre de corddn publicos no son para uso
de sus donadores, sino para pacientes que las necesiten en el

tratamiento de enfermedades sanguineas?®.

1.1.2.2) Independiente de su obtencion, las células madre ya sea adultas o

embrionarias, pueden ser 15;

a. Hematopoyéticas: Estan presentes en la médula 6sea roja y son también

conocidas como células formadoras de sangre (Fig. 2). Son pluripotenciales,
ya que dan lugar a todo tipo de células sanguineas diferenciadas tanto rojas
como blancas, plaquetas, y otros tipos celulares como los osteoclastos del

hueso!.

b. Neuronales: Las células madre neurales (NSC) estdn presentes en el
sistema nervioso central (SNC) y poseen potencial de autorrenovacion, junto
a la capacidad de generar todos los principales fenotipos celulares presentes
en este sistema, incluyendo neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Acttan
liberando factores solubles antiinflamatorios y diferenciando los
componentes celulares del SNCY”.

c. Epidérmicas: Estas se encuentran formando parte de la capa basal, unidas
a la lamina basal de la epidermis, con una diferenciacion de desplazamiento
ascendente que permite la mantencion de la barrera impermeable en capas

que protege al organismo del medio externo'4.

d. Retinianas: El ojo contiene diferentes tipos de células madre que
constantemente sustituyen a las células especializadas desgastadas o

dafiadas®419,



e. Intestinales: Las SCs intestinales se encuentran en criptas hacia la base de
las vellosidades intestinales, varias criptas conforman una vellosidad
intestinal. La proliferacion de estas SCs esta determinada por la accion de la
sefial Wnt y la sefial Notch que controlan la diferenciacion, permitiendo el
rapido recambio de células del intestino delgado y sus funciones absortiva y

secretoral?.
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Figura 2. Esquema provisional de hematopoyesis. La célula madre pluripotente se
divide pocas veces y genera mas células madre pluripotenciales que se auto renuevan
o ceélulas progenitoras determinadas que antes de diferenciarse se podran dividir un

namero limitado de veces. Las células progenitoras se vuelven de forma progresiva



mas especializadas, obteniendo asi células maduras, como indican las ramificaciones

de la descendencia celular en la zona encerrada en el rectangulo gris del esquemal4.

f. Mesenquimatosas: Las células madre mesenquimales (MSC) se pueden

aislar desde la placenta, sangre del cordon umbilical, tejido adiposo y dental
(dientes deciduos, ligamento periodontal y pulpa obtenidos de dientes
permanentes y foliculo dental, papila apical obtenido del desarrollo de los
terceros molares)?°. Estas células responden al dafio local en érganos y
tejidos mediante la divisién y diferenciacion en células del hueso, cartilago,

musculo y grasa?®.

Es de gran importancia conocer que recientemente se ha demostrado que es posible
también reprogramar células diferenciadas y obtener células madre pluripotenciales

inducidas, estas son las llamadas células madre adultas reprogramadas?®.

En la literatura actual encontramos una amplia gama de tipos de células madre, tales

como: mesenquimales, del periostio, adiposas humanas y células madre gingivales®.

Las células madre mesenquimales de la médula ésea, son consideradas la mayor
fuente celular aplicada en ingenieria ésea tisular y medicina regenerativa'®, debido a

su alto potencial osteogénico®.

1.1.3) Uso de las células madre:
Las SCs se especializan en proporcionar a los tejidos un suministro indefinido de
nuevas células diferenciadas en el lugar en el que se han perdido, eliminado o se
necesitan en grandes cantidades!’. Como vimos anteriormente, podemos encontrarlas
en diferentes lugares, es por esto y sus propiedades que las células madre pueden ser
muy Utiles en muchas areas de la biomédica, medicina regeneratival® y aplicables

también en el territorio maxilofacial y la odontologia.



1.2) Exosomas:

Los exosomas estan dentro de la clasificacion de vesiculas extracelulares (EVs), estas

son secretadas al espacio extracelular por todos los tipos celulares del organismo?..

La clasificacion varia segun tamafio, morfologia y carga de las EVs (lipidos, proteinas,

subtipos de ARN y ADN), se dividen en 3 subpoblaciones, las cuales incluyen cuerpos

apoptoéticos, microvesiculas (MV) y exosomas?? que se detallan en la tabla I.

Caracteristicas Microvesiculas Exosomas Cuerpos
apoptoticos
Tamafio (nm) 50 a 1.000 30a 150 50 a 5.000
Morfologia Heterogéneas Homogéneas Heterogéneos
(forma de copa
por MET)
Condicion célula Condiciones fisiologicas o Condiciones Apoptosis
parental en respuesta a estimulos fisiolégicas y
patoldgicas
Mecanismos de Membrana plasmatica Via endocitica Membrana
formacién plasmatica
Patrén de Desprendimiento o Fusion de la Ampollas externas
liberacion gemacion membrana de
cuerpos
multivesiculares
con la membrana
plasmética.
Contenido Varios lipidos y Proteinas, DNAs, Organelos
fosfatidilserina contienen RNAs vy lipidos celulares,
componentes de similares a los de fragmentos de
membrana similares a los las células DNAy RNA
de la membrana celular parentales.
parental
Marcadores Integrinas, MMPs, CD40 CD63, CD83, Alix. Caspasa 3,
histonas.

Tabla I. Caracteristicas de los diferentes tipos de vesiculas extracelulares (adaptado

de Liu et al., 2018).



El primer hallazgo de los exosomas se remonta a 1981 donde se obtuvieron y se
definieron como unas vesiculas exfoliadas con actividad de ectoenzima?3,
Actualmente, se denomina exosomas al repertorio de factores solubles o unidos a
vesiculas que son secretados por las células madres mesenquimales?*. La morfologia
de los exosomas se caracteriza por presentar una bicapa lipidica? redonda con

concavidad en forma de taza cuyo tamafio fluctia entre 30 y 150 nm de diametro?2.

Se han realizado distintos esfuerzos en el mundo cientifico para definir la carga de los
exosomas, esta corresponde a ARN codificante y no codificante, proteinas, moléculas
presentadoras de antigenos y ADN transportado entre células®®. Tal vez, el
componente mas abundante de la carga del exosoma son los miARN y ARN no
codificante, los cuales se encargan de regular la expresion de los genes, el miARN es
representativo de cada célula parental, lo que indica que el contenido de los exosomas
es selectivo y especifico del tipo de fuente de la célula madre que proviene?!?,

A parte de la célula parental de origen, habran otros factores que influyen en el
contenido de las EVs, como es, la condicion del microambiente local que presenta la
MSC (edad y fuente tisular)?* y los cambios fisiolégicos con estimulos quimicos, ya
que estos podrian influir en el ritmo de liberacién y el contenido de las EVs de

remodelaciéon 6sea.

1.2.1) Biogénesis:
Los exosomas constituyen uno de los sistemas de transporte intracelular mas
complejos. La formacion de los exosomas radica en la invaginacion de la membrana
plasmatica para formar endosomas, formando asi multiples vesiculas intraluminales.
Su maduracién se produce en el proceso de transporte intracelular desde la membrana
plasmética hasta el centro de la célula, durante el cual cambia el contenido
generalizado de los lipidos y las proteinas contenidas en las vesiculas. La fusion de la
membrana plasmatica con el endosoma multivesicular (MVE) es el ultimo paso, que

da como resultado la formacién de un solo exosoma®? (figura 3).

1.2.2) Funcién intercelular:
Los exosomas tienen efectos en el mecanismo de comunicacion intercelular paracrino

y autocrino®.Sinclair apoya esta idea al observar material citoplasmatico donado por
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las células madres mesenquimales a otras células objetivo, utilizando tanto
nanotibulos como EVs?4,

Los factores tréficos transportados por los exosomas pueden afectar al microambiente
local de las células objetivo, a través de sus mediadores de sefializacion celular
especificos durante la comunicacion intercelular, y por lo tanto, influir en la apoptosis,
proliferacién, migracién y diferenciacion especifica del linaje?2. Una evidencia de esta
funcion es la expuesta por Raposo et. al.?, quienes demostraron que los exosomas
de los linfocitos transportaban antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase Il (CMH-II) de las células al liquido extracelular e inducen una respuesta de
las células T del CMH-II, lo que ratifica que los exosomas sirven para transportar
sefiales de una célula a otra'?. Es importante sefialar que los exosomas median la
transferencia horizontal de ARNm de la célula parental a la célula blanco e implican un
importante mecanismo de sefalizacion paracrina que no se habia comprendido

anteriormente?’,

proteinas

;;'_\/i 7 Condicién fisiolégica / Apoptosks | proteinas de membranas
Respuesta a estimulo i

. ADN/ARN

% desechos de organelos

Figura 3. Biogénesis y secrecion de diferentes tipos de vesiculas extracelulares.

Las microvesiculas se forman cuando los contenidos germinan directamente a través
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de la membrana plasmatica. Los exosomas se derivan de cuerpos multivesiculares
(MVBSs) y se secretan por fusion de MVBs con la membrana plasmatica. Los cuerpos
apoptoéticos que contienen organulos aparecen solo cuando las células experimentan
la etapa tardia de la apoptosis. Los cambios del microambiente como el pH y la hipoxia
pueden afectar el ritmo de secrecion de las vesiculas extracelulares. ESCRT, complejo
de clasificaciéon endosomal necesario para el transporte?? (adaptado de Liu et al.,
2018).

1.2.3) Métodos de aislamiento de los EVs:
Hay un interés creciente en el mundo cientifico en las distintas alternativas terapéuticas
que presentan las EVs. Sin embargo, este se ha visto desacelerado por la
heterogeneidad inherente y la complejidad bioldgica o tecnoldgica, que dificulta el
hallazgo del principio activo terapéutico y su modo de interaccion definitivo?2,

La funcionalidad de las fracciones de EVs cultivadas podrian depender en gran medida
del método utilizado para enriquecer las vesiculas. Tanto el material de origen,
volumen inicial como el uso previsto del producto final influyen en la eleccién de la

metodologia de aislamiento/purificacion y los resultados de los andlisis posteriores?.

El material de origen es un importante tépico para la eleccién de la técnica de
aislamiento. Segun la investigacion de Gardiner et al., lo mas utilizado ha sido el medio
celular condicionado (83%), y de este porcentaje se desprende de forma descendente,
que el 29% de los investigadores utilizaron tanto las enriquecidas con suero como
libres de suero, el 33% utilizan sélo medios con adicién de suero y el 37% condiciones
de cultivo exclusivamente libres de suero. El lugar de biofluido méas frecuente para la
obtencién de las EVs fue el plasma (47%), el suero (22%), la orina (14%), el liquido
cefalorraquideo (8%) y la leche (5%)3..

En estos momentos, no hay consenso sobre el método “Gold Standard” para el
aislamiento y purificacion de las EVs. Aun asi, segun la encuesta de las practicas
mundiales actuales, la gran mayoria utiliza dos 0 mas métodos de aislamiento, siendo
el método de centrifugacion, por mucho, la técnica de aislamiento primario mas popular

para las EVs independiente del material de partida utilizado?®.
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A pesar de las ventajas de utilizar EVs en lugar de células para la aplicacion
terapéutica, hay que tener en cuenta que las fracciones de EVs purificadas pueden ser
menos activas desde el punto de vista terapéutico que los productos celulares
correspondientes; ciertos efectores paracrinos podrian perderse o alterarse durante la
purificacion de las EVs, o0 como consecuencia de su corta vida media, las EVs podrian
no permanecer continua y suficientemente presentes en los pacientes tratados con
estas nanoparticulas, en comparacién a los pacientes que siguen un tratamiento

celular?®,

1.2.4) Funciones y usos de las EVs:
Actualmente los exosomas debido a sus efectos bioldgicos paracrino y autocrino son
objetivo de intensas investigaciones debido a su valor diagndstico o terapéutico

previsto?s,

El hecho de que se pueda utilizar como una terapia sin células, genera beneficios
debido al menor riesgo que hay en comparacion a utilizar trasplante de células
vivas®?®, este menor riesgo se refiere a la baja toxicidad general y una considerable

estabilidad de los EV en la circulacion3°,

1.2.4.1) Terapias celulares antitumorales:

A finales de 1990 surge el concepto de EVs secretadas como alternativa a las terapias
celulares antitumorales, respaldado por datos que indicaban que los tumores
establecidos en ratas inmunocompetentes podrian ser erradicados por exosomas
derivados de células dendriticas (DC)?3. Posteriormente, en Francia y Estados Unidos
se utilizaron las EVs para el melanoma3! y cancer de pulmén?? respectivamente, en
ambos ensayos se obtuvo un resultado beneficioso, lo que demuestra la viabilidad y
seguridad de la administracion de EVs. Si se combinan las EVs tumorales con los
adyuvantes inmunoestimuladores adecuados, el efecto inhibidor inmune hacia EVs
tumorales, podria suprimirse con éxito, permitiéndoles asi promover una respuesta
antitumoral®3. A pesar de estos resultados prometedores, el efecto terapéutico de las
preparaciones de exosomas de origen DC en pacientes con cancer sigue sin estar
clara, estos estudios pioneros son importantes, ya que provocaron un gran interés
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cientifico?®. Por lo tanto, segln el origen y contexto de las EVs, estas pueden estimular
respuestas inmunitarias y/o promover respuestas antitumorales, proporcionando
importantes herramientas para las nuevas terapias antineoplasicas. Aun asi, se debe
tener precaucion en caso de que las EVs sean derivadas de tumores, ya que podria

existir una transferencia de actividad oncogénica hacia las células sanas®*.

1.2.4.2) Terapias como agentes contra enfermedades infecciosas:

Muchos patégenos como helmintos, hongos, bacterias y protozoos también secretan
EVs®S.

Principalmente, se estan investigando dos estrategias diferentes: a) EVs de origen de
DC, in vitro; b) EVs liberadas por el patégeno o las células infectadas. En ambas
terapias se han encontrado cierta respuesta inmunitaria que confiere proteccién contra
infecciones posteriores®37, como en patologias de origen inmune. Esta abundancia
de estudios destaca el potencial de las EVs como vacunas contra enfermedades
infecciosas tanto en humanos como en salud de otros animales?®.

La vacunacién presenta ciertas ventajas y desventajas. Dentro de las ventajas, es que
las EVs son mas estables al congelarse y descongelarse que las células, que siempre
sufren cierto grado de mortalidad. La desventaja de este enfoque es que el repertorio
de complejos de péptidos del CMH que se presenta esté limitado y, por lo tanto, puede
no ser suficiente para generar una respuesta inmunitaria neutralizadora contra un
tumor o un patégeno complejo. Esta salvedad puede superarse utilizando EVs

producidos por células de origen de tumores o células infectadas con antigenos®,

1.2.4.3) Terapias farmacolégicas:

La utilidad de los nanomateriales exdgenos ha cobrado vital relevancia en terapias
farmacoldgicas, no obstante, han presentado reacciones adversas que involucran
respuestas inmunes no deseadas e interacciones nanoproteicas que entregan como
resultado el fracaso de la terapia meédica. En los exosomas encontramos una nueva

generacion de biomateriales endégenos a escala nanométrica y natural, por lo que se
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les ha atribuido un gran potencial para la administracion en terapias farmacolégicas

dirigidas®°.

1.2.4.4) Terapia regenerativa:

Cada vez hay mas pruebas que sugieren que las EVs son actores importantes en la
mediacion de los efectos terapéuticos de las células utilizadas en diversos tratamientos
con células madre. Muchos de estos estudios tuvieron éxito en los resultados de la
terapéutica, pero rara vez se encontraron MSCs injertadas en los sitios objetivos, esto
supone que hay un factor intermediario que regula los efectos proregenerativas y/o
inmunomoduladoras®® de las MSCs en los distintos tipos de tejidos.

Ademas, hay estudios prometedores en cuanto a la utilizacion de EVs, las cuales
ejercen una actividad terapéutica de forma paracrina en regeneracion hepatica®!,
regeneracion pulmonar*? y pacientes con accidentes cerebrovasculares®.

Sin embargo, todos estos tipos de células que secretan EVs representan poblaciones
heterogéneas en lugar de tipos de células bien definidas. Al mismo tiempo, hay que
tener en cuenta que incluso los tipos de células aparentemente homogéneas liberan
diferentes subtipos de EVs. Ademas, la variabilidad relacionada con el donante puede
ser responsable de las diferencias terapéuticas entre fracciones de vesiculas
comparables?®,

En resumen, los exosomas derivados de diferentes células madre, han demostrado
que facilitan la reparacion en piel, extremidades, corazon, articulaciones y otros

tejidos!L.

2. Metabolismo y regeneracioén 6sea:

2.1) Definicién y descripcion del tejido 6seo:

El tejido 6seo es una organizacion celular altamente especializada de tejido conectivo.
Se presenta compuesto por una matriz organica fortalecida con depdsitos de sales de
calcio. El colageno tipo | constituye el 95% de la matriz organica y el 5% restante lo

componen proteoglicanos y numerosas proteinas no colagenas. Ademas,

15



encontramos cristales de hidroxiapatita compuestos por calcio y fosfato depositados
en esta matriz organica bajo control celular**. Estos componentes extracelulares
mineralizados proporcionan al tejido 6seo fuerza y rigidez, por lo tanto, permiten que
los huesos funcionen en los soportes mecéanicos del organismo y en el proceso de

locomocionis.

Morfol6égicamente hay dos tipos de tejido éseo, el hueso cortical (compacto) y el hueso
esponjoso. El hueso compacto estd constituido estructuralmente por fibrillas de
coldgeno densamente empaquetadas, en contraste, el hueso esponjoso se compone
de una matriz porosa. Las diferencias de composicién entre ambos tejidos 6seos

permite que cumplan con distintas funciones en el organismo?4.

Por su parte, el hueso se compone de cuatro tipos celulares: osteoblastos,
osteoclastos, células de revestimiento 6seo y osteocitos. Las células de revestimiento
0seo, osteoblastos y osteocitos provienen de células osteoprogenitoras locales y los
osteoclastos tienen su origen en la fusién de precursores mononucleares derivados de

distintos tejidos hematopoyéticos*4.

2.2) Metabolismo y regeneracion ésea:

2.2.1) Metabolismo:
El remodelado 6seo corresponde al mecanismo fisioldgico por el que el tejido 6seo

adulto se renueva constantemente a partir de la activacion de las unidades béasicas
multicelulares (UBMs), con el fin de reparar las micro fisuras causadas por la fatiga y
mantener intacta su estructura y funcionalidad*®. Las unidades basicas multicelulares
contienen todos los elementos necesarios para el remodelado 6seo, actuando de
forma integrada y secuencial con la participacion de osteoclastos y osteoblastos. Por
otra parte, los osteocitos son las principales células mecano sensoriales, se
encuentran incrustadas dentro de la red lacunar - canalicular y se exponen a elevados
niveles de fuerzas de cizallamiento, generadas por el movimiento del fluido en
respuesta a la compresion del tejido 6seo #°. Estas células activan osteoclastos u

osteoblastos a causa de estimulos antagonicos en funcion de la carga local activando
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vias de sefializacion trascendentales que regulan el proceso de remodelacion 6sea*s,

como lo indica la teoria de Parfitt*”.

Las unidades basicas multicelulares comienzan su funcién dirigiéndose a la zona de
tejido 6seo que necesita ser reemplazada. Los componentes de las unidades basicas
celulares, como osteoclastos y osteoblastos desarrollan sus funciones de manera
coordinada*®. El remodelado se inicia con la activaciéon de la superficie del hueso en
reposo, desde el torrente sanguineo se atraen pre-osteoclastos. La reabsorcion
comienza con la formacién de las lagunas de Howship y culmina con la apoptosis de
los osteoclastos. El proceso de destruccion es mas rapido que el de regeneracion, por
lo que cualquier aumento en el ritmo de remodelado resultara en una pérdida de masa
Osea. Asimismo, un exceso de resorcion puede producir la pérdida de estructuras

trabeculares, dejando al hueso sin patrén para una nueva formacién de este*?,

El metabolismo 6seo es un proceso complejo, que se encuentra regulado por maltiples
factores locales y sistémicos tales como, el estado normal de las células implicadas,
factores neurovasculares loco-regionales, genético-familiares, entorno endocrino-

metabdlico del organismo y el ambiente local del hueso*>°0,

Segun Rusoow, et al.5! el tejido 6seo no solo es remodelado continuamente por la
actividad combinada y estrictamente regulada de las células éseas, sino que también
tiene la notable capacidad de reparacion sin cicatrices después de una fractura. Los
procesos que modulan el recambio éseo también son muy efectivos en la regeneracion
0sea, ya que la recuperacién de la fractura representa una yuxtaposiciéon de formacion

y reabsorcion de tejido 6seo.

2.2.2) Regeneracion 0sea:
Este proceso se subdivide en tres fases: inflamatoria, de reparacion (callo blando y

callo duro) y de remodelacién®2.

Inicia con infiltracion de leucocitos, provocando la quimiotaxis de MSCs vy
osteoprogenitoras®®3, acompariado de una respuesta inflamatoria y la formaciéon de

hematomas debido al dafio de la médula 0sea, tejidos blandos y vasculares. El proceso
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continia con la formacion de una matriz fibrocartilaginosa blanda, que consta
principalmente de fibroblastos y condrocitos, proporcionando un cierto grado de
estabilidad mecénica en el lugar de la fractura y actia como patrén para la siguiente
fase. Debido a la actividad combinada de los osteoclastos y los osteoblastos, el callo
blando es reemplazado gradualmente por callo duro durante la fase osteogénica, lo
gue da como resultado un tejido éseo irregular con alta vascularizacion. Finalmente, el
tejido calloso se reemplaza por hueso laminar que se asemeja a la forma cortical y

trabecular original del hueso maduro®?.

2.3) Rol de células madre en regeneraciéon 0sea:

2.3.1) Tratamiento con células madre a nivel médico quirargico general:
La exploracién de células madre y progenitoras es prometedora para mejorar nuestra
comprension de los mecanismos de reparacion y regeneracion de tejidos después de
una lesién. Esto ayudard en el uso futuro de la terapia con células madre para el
desarrollo de la medicina regenerativa, con fin terapéutico ante defectos en los tejidos,

como en huesos, cartilagos y trastornos dentales?!s.

En el contexto médico se presenta la pseudoartrosis como una complicacibn muy
comun a nivel de cirugia ortopédica, que involucra defectos 6seos posterior a un
traumatismo en huesos largos. Las células madre son usadas como medida
terapéutica en la pseudoartrosis atréfica®?, influyendo en las fases inflamatoria y de
reparacion®*. Sin embargo, la baja celularidad de este material hace que el método sea
cuestionable®®.Para que esta terapia tenga éxito, se necesita una alta celularidad en
el material recolectado, con un cultivo adecuado para formar células de linaje éseo y

factores troficos®6.

2.3.2) Tratamiento con células madre a nivel maxilofacial:
En la Ultima década se han usado andamios, factores de crecimiento y células madre
para mejorar la regeneracion ésea imitando el proceso biolégico de formacion y

remodelado 6seo®’.
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En cultivos, las MSCs han demostrado una alta tasa de proliferacion. Ademas, una
caracteristica adicional de las MSC es su aptitud de diferenciarse en osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, miocitos y fibroblastos, esta capacidad depende de las
condiciones del cultivo®.

En la regeneracion, las MSCs participan activamente en la formacién désea. Sin
embargo, su uso en el tratamiento regenerativo presenta desventajas, tales como: la
obtencién implica procedimientos invasivos y morbilidades para el paciente®®, existe
una relacion declive entre la edad del paciente y el potencial de proliferacion y
diferenciacion osteogénico®®, una inadecuada vascularizacion del injerto que contiene
MSCs y del andamio generan un mal funcionamiento y apoptosis de las células

trasplantadas®®.

El mecanismo por el cual las MSCs promueven la regeneracion 6ésea puede ser por
injerto de las células trasplantadas en el tejido recién regenerado, diferenciandose en
células osteoblasticas que generan tejido osteoide e inician la mineralizacion. Las
MSCs mejoran la regeneracion indirectamente por tener efectos paracrinos ya que
pueden secretar citocinas y factores de crecimiento (TNF-a, PDGF, IL-1 e IL-6), estos

pueden atraer mas MSCs al sitio de regeneracion tisulart’.62,

En investigaciones pioneras en regeneracion O6sea utlizando células madre
mesenquimales de la médula 6sea (bmMSC), varios estudios informaron resultados
alentadores, como Kho-jasteh et al 63 y Bruder et al® quienes demostraron un aumento
del relleno 6seo y regeneracion completa en comparacion al grupo control. En
contraste, los estudios de Zigdon-Giladi et al®® y Steinhardt et al®® comprobaron que
no existian mejoras en la regeneracion 6sea posterior a la utilizacion de MSCs.

Los resultados contradictorios pueden explicarse por diferentes factores como:
diferencias en los modelos de investigacion (tipo de animal, ubicacion y tamafio del
defecto 6seo, andamios, tiempo de recuperacion), pueden existir diferencias en la
funcién de las células trasplantadas afectadas por la edad y sexo del donante,
condiciones del cultivo, diferentes contribuyentes y la falta de diferenciacion de las

MSCs en osteoblastos en el sitio transplantado®°.
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2.4) Rol de exosomas en regeneracion 0sea:

2.4.1) Tratamiento con exosomas a nivel quirudrgico general y en

regeneracion osea:
En situaciones clinicas especificas es necesario la regeneracion de un tejido, ya sea
huesos, cartilagos, glandulas salivales, piel / mucosas, musculos o nervios, se
comparten los mismos principios y desafios fundamentales de la regeneracion. La
reconstruccion tisular involucra tres elementos basicos: andamios (scaffolds), los
factores de crecimiento y las células. Se administran por separado o en conjunto, para
recuperar la funcionalidad del tejido perdido*?.

En el ambito médico quirdrgico se ha demostrado que los exosomas pueden aportar
en diferentes areas de la medicina regenerativa, es asi como Lai et al.>” demostraron
que los medios acondicionados con exosomas de las MSCs influyen positivamente en
la regeneracion/reparacion del tejido cardiaco.

Como se ha mencionado, los exosomas de las MSCs contienen mayoritariamente
MIARN, que codifica la regulacion de las vias de sefializacion involucradas en la
reparacion y regeneracion tisular®8. Existe evidencia que sugiere que los miARN de los
exosomas regulan la diferenciacion osteoblastica®.Ademas, Ge et al’® expresan que
las vias de sefializaciéon de Integrina y mTOR, son importantes en la diferenciacion de

osteoblastos y la formacion de hueso.

Los exosomas de MSCs son un componente en la sefializacién paracrina, demostrado
a través de un modelo de cicatrizacion de fracturas en ratones, en donde la
administracion de los exosomas evidencié un acelerado proceso de rehabilitacién en
comparacion con los medios libres de estos’%72,

Se ha demostrado que los exosomas influyen en la osteoinduccion de las MSCs,
debido a que pueden potenciar la diferenciacion osteoblastica de las MSCs en cultivo

celular”3-75,

2.4.2) Tratamiento con exosomas a nivel del territorio maxilofacial:
Debido al incremento en los requisitos de regeneracion tisular en la region oral y

maxilofacial, existe una progresion exponencial en el desarrollo del proceso de
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regeneracion tisular mediada por exosomas, con el fin de satisfacer los requisitos de
reparacion o reconstruccion del hueso alveolar en areas de grandes defectos para
implantologia y cirugias periodontales, de este modo posterior a un tratamiento
rehabilitador se restablece la eufuncion del paciente. Las estrategias actuales de
tratamiento, como autoinjertos, aloinjertos y factores de crecimiento 6seo regenerativo
tienen sus propias limitaciones, como morbilidad en el sitio donante, menor capacidad

osteogénica y problemas de bioseguridad’®.

Los exosomas derivados de las MSCs con origen en los tejidos orales pueden aislarse
y usarse para la ingenieria de tejidos craneofaciales. Estas nanoparticulas de diversos
tejidos también pueden utilizarse para promover la reparacidon y regeneracion

craneofacial?, como se sintetiza en la tabla II.

Sun et al. demostraron que los exosomas a través de su estimulacion paracrina sobre
las células de la mucosa sinusal y periostio influyeron en la regeneracién ésea,
comparandolo con grupos controles. Develaron que el medio condicionado (CM) de
las células derivadas de la mucosa sinusal (SMC), las células derivadas del periostio
(PC) y los exosomas aislados, mejoraron la proliferacion, migracion y diferenciacion
osteogénica de las bmMSC in vitro. Conjuntamente, usaron un modelo de rata con
defectos 6seos femorales para demostrar que los exosomas derivados de SMC (SMC
Exos) y PC (PC Exos) pueden acelerar la formacion de hueso in vivo. En
consecuencia, se comprob6 que el periostio y la mucosa sinusal frente a estimulacion

paracrina mediada por exosomas pueden acelerar la osteogénesis®.

Se ha demostrado que las EVs regulan positivamente los genes y la diferenciacion
osteogénica y no inhiben la proliferacion in vitro. Esto se llevé a cabo por medio del
aislamiento de MSCs derivadas de la meédula Osea obteniendo, EVs por
procedimientos de filtracion y centrifugacién especificos?>. Asimismo, las EVs
derivadas de las células del estroma de la médula 6sea serdn prometedoras para

promover la regeneracion 6sea’”’.

La evidencia existente de que los exosomas de MSCs median en la regeneracion de

hueso, indica que estas nanoparticulas naturales tienen una posible aplicacion en la
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rata

Fuente Origen del Referencias Tipo de estudio Observacion
exosoma
Los exosomas de osteoblastos
Hueso MSC de | Cui et al, | Invitro mineralizantes inducen diferenciacion
médula 6sea | 2016 osteogénica de precursores.
La diferenciacion de exosomas de
Narayanan et | In vitro MSC induce la diferenciacion
al., 2016 osteogénica de MSC sin tratamiento
previo.
Los exosomas de células dendriticas
Células Wang Z.et | In vitro desencadenan la  diferenciacion
dendriticas al.l., 2014 osteogénica de MSC.
Ingenieria tisular, injerto éseo tratado
MSC adiposo | Li W. et al, | In vivo, modelo de | con exosomas inducen la
2018 defecto de calvaria de | regeneracion 6sea.
raton.
Los exosomas derivados de MSC
Lu et al., 2017 | In vitro precondicionados con TNF alfa,
inducen diferenciacion osteogénica de
CMM sin tratamiento previo.
Los exosomas derivados de
Monocitos Ekstrom et al., | In vitro monocitos promueven la expresion de
2013 genes osteogénicos en las CMM.
Los exosomas de MSC promueven la
Cartilago MSC de | Zhang S. et | In vivo, modelo de | reparacion atenuando la apoptosis,
médula 6sea | al., 2018 defecto osteocondral | mejorando  la  proliferacion 'y
de rata reduciendo la reactividad
inmunoldgica.
Los exosomas de MSC promueven la
MSC Zhang S. et |In vivo, modelo de | curacion del defecto osteocondral del
embrionario | al., 2016 defecto osteocondral | surco troclear de la rata.
de rata
Los exosomas de condrocitos
Condrocitos | Chen et al., | In vivo, progenitores | promueven la administracion
2018 de conejo + pliegues | subcutanea condrogénesis ectopica
de alginato en ratones | estable.
desnudos
Los exosomas de diferenciar DPSC
Dentina /| DPSC Huang et al., | In vivo, modelo de | Promueven Regeneracion de dentina/
pulpa dental 2016 corte de raiz | pulpa en un modelo de regeneracion
subcutaneo de corte de raiz de diente subcutaneo.
Los exosomas de MSC mejoran el
Ligamento | MSC de | Chew et al, | In vivo, modelo de | ligamento periodontal funcionar vy
periodontal médula 6sea | 2019 defecto periodontal de | promover la regeneracion

MSC adiposo

Mohammed et
al., 2018

In vivo, modelo de
ligadura de rata

Los exosomas adiposos de MSC se
pueden utlizar como tratamiento
complementario no quirdrgico para
mejorar reparacion y regeneracion
periodontal.

Tabla Il. Exosomas de MSC en reparacion y regeneracion craneofacial. (adaptado de
Cooper et al., 2020).
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regeneracion oral/craneofacial. Las ventajas de su uso en comparacion con otras
terapéuticas de enfoques celulares y moleculares para la regeneracion, pueden
actualmente ser de importancia para promover el éxito de la terapia regenerativa

oral/craneofaciall?.

3. Materiales favorecedores del crecimiento 6seo, el estado del arte:

3.1) Clasificacion:
La reparacion 0sea es un proceso que involucra modelado, remodelado y maduracion

0sea, estos procesos son lentos y para efecto de disminuir los tiempos en que esto
ocurre de manera natural, es que se han utlizado gran variedad de materiales
favorecedores del crecimiento 6seo. Estos pueden clasificarse de distintas maneras,

segun:

3.1.1) Influencia sobre el crecimiento 6seo:

3.1.1.1) Osteogénicos (OG): Tejido osteogénico vivo con osteoblastos y células madre

viables capaces de producir tejido 6seo por si mismo, su origen es el hueso

autologo®°78,

3.1.1.2) Osteoinductivos (Ol): Moléculas bioactivas con habilidad de inducir

diferenciacion de células mesenquimales en osteoblastos, provienen de sustancias

residuales de hueso xenogénico o alogénico y sustancias aloplasticas®78.

3.1.1.3) Osteoconductivos (OC): Materiales que facilitan la angiogénesis y la

subsecuente adhesion, reclutamiento y crecimiento de células precursoras

osteogénicas®® 78,

3.1.2) Sustitutos 6seos segln su origen:

3.1.2.1) Autoinjerto de hueso: Es el Gold-estandar, debido a que es el Gnico en

combinar las caracteristicas OC, Ol y OG, pero presenta desventajas significativas
como morbilidad postoperatoria del sitio donante, reabsorcion rapida, disponibilidad

limitada del injerto y riesgo de infeccién asociado con el procedimiento quirdrgico®° 78
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80, El hueso autélogo puede ser obtenido intraoralmente de la tuberosidad, sinfisis
mandibular o rama mandibular y cuando se requiere un gran volumen puede obtenerse

extraoralmente de diversos lugares como tibia, ilion y calota®®.

3.1.2.2) Aloinjerto: Obtenido de un donante de la misma especie, generalmente de un
banco de hueso. Tiene solo propiedades OC y Ol, existiendo actualmente 2 tipos
disponibles®9:81.82;

a. FDBA - Freeze-DriedBoneAlograft: Son preparados por una serie de
procesos en donde el congelamiento rapido dafia las células e interfiere con
los antigenos en su superficie, disminuyendo el riesgo de una respuesta
inmunologica. Sin embargo, los procedimientos de congelamiento y secado
tienen un impacto negativo en las propiedades osteoinductivas y mecénicas
del injerto®°.

b. DFDB - Demineralized Freeze-DriedBoneAlograft (DFDBA): Presenta
excelentes propiedades Ol y OC. Es preparado por desmineralizacion con
agentes descalcificantes que exponen las proteinas y factores de
crecimiento, acompafiado de secado en frio. Sin embargo, el desempefio
clinico puede verse afectado por distintos factores como la edad del

donante, procesamiento y esterilizacion®?°.

3.1.2.3) Xenoinjerto: Sustituto obtenido de otras especies (bovino es el mas comun) y
utilizados sobre humanos. Corresponde a hueso desproteinizado (sin elementos
organicos) y con esterilizacion vigorosa para eliminar factores inmunoldgicos,
disminuyendo riesgos y favoreciendo el éxito. Este material presenta propiedades
distintas segun su origen, constitucion y procesamiento, pero en general sera

osteoconductivo, con reabsorcion y el calcio necesario para la formaciéon 6sea®97883,

3.1.2.4) Aloplastico: Corresponden a sustitutos sintéticos biocompatibles desarrollados
para reemplazar injertos 6seos naturales y bioldgicamente estos materiales carecen
de propiedades osteoinductoras u osteogénicas®®’®. Por un lado, existen los
polimeros usados en reparacion 0sea, que ademas de OC, son biocompatibles y
biodegradables?; por otro lado, tenemos las ceramicas, que pueden ser usadas para
relleno y soporte 6seo (ceramicas bioinertes) o las utilizadas para inducir formacion
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Osea (ceramicas bioactivas). Vidrios bioactivos, sulfatos de calcio y fosfatos de calcio

son matrices biocerdmicas cominmente usadas para la regeneracion 6sea®’®.

3.1.3) Sustitutos 6seos segln su estructura:
3.1.3.1) Esponjoso: Injerto de hueso esponjoso. Por su estructura, no posee fuerza
mecanica, pero puede mejorar el crecimiento y cicatrizacion ésea, permitiendo una

revascularizaciéon mas acelerada y aumentando su fuerza a través del tiempo®384,

3.1.3.2) Cortical: Usados en gran medida para brindar soporte estructural y fuerza. Su
tasa de reabsorcidon es mayor debido a que presenta una vascularizacién con
consecuente remodelado 6seo menor y por una mayor reabsorcion osteoclastica en

consecuencia a la exposicion de fuerzas de los tejidos circundantes®.

3.1.3.3) Mixto: Combina las caracteristicas de los dos anteriormente mencionados,

obteniendo soporte estructural y osteogénesis®*.

3.2) Uso de injertos en el area maxilofacial:

En el area maxilofacial, se utilizan injertos para diferentes situaciones clinicas,
pudiendo encontrarlos en: aumento del reborde alveolar (AR)8, injerto onlay en
bloque®, regeneracion 6sea guiada (ROG)®%78 técnica de sandwich®, técnica de
separacion y expansion del reborde®, AR simultanea a la colocaciéon de un implante
7885 tratamiento del alveolo fisurado®, levantamiento del piso del seno maxilar
(LPSM)286 preservacion del alveolo (PA) post-exodoncia®®848” y en los implantes

dentales inmediatos (l) a la extraccién dentaria®.

3.3) Complementos usados en regeneracion:
Debido a sus desventajas propias, los injertos no se utilizan de manera individual ni
anica, requiriendo la utilizacién de complementos para mejorar las probabilidades de

éxito y disminuir asi los riesgos asociados a ellos.

3.3.1) Membranas:
Como vimos anteriormente, la parte principal de las técnicas de preservacion 0sea
propuestas incluyen el uso de injertos 0seos 0 sustitutos de hueso con o sin
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membranas®®. Las barreras de membrana cumplen la funcién de aislar el sitio del
defecto 6seo de las células epiteliales que lo rodean. Esto es fundamental en la
regeneracion del defecto 0seo, al evitar la migracion de células epiteliales al interior y
permitiendo asi la regeneracion del hueso. A su vez, estas pueden ser reabsorbibles

0 no reabsorbibles?.

3.3.2) Plasmarico en plaquetas (PRP):
Fue el primer concentrado de plaquetas utilizado en Odontologia. A partir del PRP
original, cambiando el protocolo de centrifugacion y preparacion, se han propuesto tres
tipos de concentrados: PRP, PRGF (plasma rico en factores de crecimiento) y PRF

(fibrina rica en plaquetas)®°.

La aplicacion de derivados plaquetarios se ha convertido en algo habitual en varios
campos de la medicina regenerativa, como la Odontologia, la Cirugia Maxilofacial y
Ortopédica, asi como la Oftalmologia, aunque sus efectos terapéuticos aun deben

confirmarse8%%0,
3.3.3) Células madre mesenquimales y exosomas:

Como se menciona en detalle anteriormente, también son complementos utilizados en

el area de regeneracion, siendo los exosomas los mas recientemente estudiados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La necesidad quirdrgica de una regeneracion 0sea eficaz es altamente demandada.
Aunque los injertos 6seos autdlogos y alogénicos generalmente se consideran
tratamientos “Gold standard” para los defectos 6seos, estos enfoques pueden dar lugar
a diversas complicaciones que incluyen restriccion del sitio donante, posible morbilidad
post quirdrgica del sitio dador, reabsorcion 6sea impredecible y disponibilidad de
volumen 6seo limitado para injertos 6seos intraorales®®, En consecuencia, el
desarrollo de nuevos biomateriales terapéuticos que puedan potenciar las propiedades
regenerativas enddégenas para acelerar la reparacion y regeneracion 6sea son de gran

importancia®.

Los complementos utilizados en regeneracion 6sea como plasma rico en plaquetas y
SC, no aportan los componentes directamente involucrados en el estimulo de sefiales
y diferenciacion importantes en el proceso, tal como se menciona en revisiones
sistematicas y metaandlisis'®. En el tratamiento con MSCs infrecuentemente se
encontaron estas células injertadas en los sitios objetivos, se infiere entonces que
existe un factor intermediario que regula los efectos pro regenerativos y/o
inmunomoduladores*® motivo por el cual los exosomas derivados de MSCs estan

siendo ampliamente estudiados!®*2.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudél ha sido el uso de los exosomas como complemento en regeneracion 0sea

craneomaxilofacial?
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OBJETIVOS

Objetivo general:

e Analizar el uso de los exosomas como complemento en la regeneracion 0sea

en territorio craneomaxilofacial.

Objetivos especificos:

e Reconocer los distintos origenes celulares mediante los cuales se obtienen
los exosomas en regeneracion 6sea craneomaxilofacial.

e Describir los diferentes materiales que se utilizan en conjunto con exosomas
para la regeneracion 6sea craneomaxilofacial.

e Explicar el uso terapéutico de exosomas en regeneracion ésea del territorio

craneomaxilofacial.
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MATERIALES Y METODOS

1) Diseio: “Revision sistematica exploratoria”

Se llevé a cabo una revision sistematica exploratoria de la informacién cientifica
disponible, adaptando parcialmente las sugerencias de la declaracion PRISMA®? y el

manual Cochrane para revisiones sistematicas®.

2) Criterios de inclusién y exclusion

Se establecié una serie de criterios de inclusién y exclusion, que fueron aplicados
posterior a la busqueda de la literatura, estos se encuentran expuestos en la tabla lll.

No se consideraran los resultados in vitro, debido a su falta de aplicabilidad clinica.

Criterios de inclusion Criterios exclusion
Incorporar estudios que involucren Que base su investigacion en la regeneracion
regeneracion osea en el territorio Osea en otros huesos del cuerpo humano.

maxilofacial o craneofacial.

Investigaciones que se hayan realizado en Fecha de publicacién mayor a 6 afios.

humanos o animales.

Incluir investigaciones que incorporen los Que establezca su investigacion en la
términos exosomas, exosoma, vesiculas regeneracion de tejido epitelial u otros de
extracelulares o EVs origen mesenquimatico.

Capitulos de libros y enciclopedias.
Articulos como: conferencias, cartas al editor,
comunicaciones cortas, revisiones

sisteméticas y/o metaanalisis.

Tabla Ill. Resumen de criterios de inclusion y exclusion.

3) Fuentes de informacion y fecha de la ultima busqueda

Las busquedas se realizaron en bases de datos biomédicas, que incluyen MEDLINE
(motor de busqueda PubMed), Embase, Scielo y SciencieDirect Search. Entre las
diferentes fuentes de informacién biomédica, sin duda, la base de datos MEDLINE de
la National Library of Medicine de Estados Unidos es la que ofrece un mayor potencial

de informacién de calidad®.
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La busqueda sistematizada se realiz6 de forma simultanea en MEDLINE (motor de

busqueda Pubmed), Embase, Scielo y SciencieDirect Search el dia 19 de abril del

2021, utilizando los siguientes términos: Exosomes, Secretome, Extracellular Vesicles,

EVs, Bone Regeneration y Maxillofacial.

4) Estrateqgia de busqueda (incluir limites aplicados)

Se incorporaron todos aquellos estudios que contenian los términos derivados de la

pregunta de

investigacion,

incluyendo disefios de estudios observacionales

(descriptivos y analiticos), experimentales, y con fecha de publicacion entre los afios

2015 — 2021. La seleccion de los términos para la pregunta de investigacion se realizé

considerando aquellas palabras mas nombradas en diferentes articulos que formaron

parte del marco tedrico.

De manera general, se incluyeron en Pubmed, Embase y SciencieDirect Search los

operadores booleanos AND y OR, mientras que en Scielo sélo se utiliz6 OR como se

indica en la tabla IV.

Operadores Descripcion Aplicacion
booleanos
OR Con el objetivo de ampliar la busqueda, ya Exosomes
que estos diferentes términos pueden ser
Secretome
considerados como sindénimos.
Extracellular vesicles
EVs
AND Con el proposito de relacionar los términos Bone Regeneration
y responder a la pregunta de Maxillofacial
investigacion.
Exosomes/Secretome/Extracellular
vesicles/EVs

Tabla IV. Descripcién y aplicacion de operadores booleanos utilizados.

La llave final de busqueda se modifico, segun los requisitos solicitados para cada base

de datos.
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Base de Embase Pubmed Scielo SciencieDirect

datos Search
Términos de | #1 Exosomes [all] | #1 Exosomes #1 Exosomes [all] #1 Exosomes
exosomas [MeSH Terms] [all]
#2 Secretome [all] #2 Secretome [all]
#2 Exosomes [all] #2 Secretome
#3 Extracellular #3 Extracellular [all]
vesicles [all] #3 Secretome vesicles [all]
[all] #3 Extracellular
#4 EVs [all] #4 EVs [all] vesicles [all]
#4 Extracellular
#5 #1 OR #2 OR vesicles [all] #5#1 OR #2 OR #3 | #4 EVs [all]
#3 OR #4 OR #4
#5 EVs [all] #5 #1 OR #2 OR
#3 OR #4
#6 #2 OR #3 OR
#4 OR #5
Términos de | #6 Bone #7 Bone Detallado en la #6 Bone
regeneracién | regeneration [all] regeneration seccién regeneration [all]
Osea [MeSh Terms] correspondiente (*)
#8 Bone
regeneration [all]
Términos #7 maxillofacial #9 maxillofacial Detallado en la #7 maxillofacial
craneofaciales | [all] [all] seccién [all]
correspondiente
**)
Filtros v' Afos: 2021 - | v Afios: 2021 - | v Afos: 2021 - | vAfos: 2021 -
2015. 2015. 2015. 2015.
v' Idiomas:
espafiol, inglés y | v Idiomas: v' Todos los | v'Idioma: inglés
portugués espafiol, inglés | idiomas
y portugués
Busqueda (#5) AND (#6) (#1) AND (#7) (#5) (#5) AND (#6)
final AND (#7) AND (#7)
(#6) AND (#8)
AND (#9)

Tabla V. Disposicion de busqueda en base de datos Embase, motor de busqueda

PubMed, Scielo y SciencieDirect Search.

A continuacion, se explica de manera mas detallada lo realizado en cada buscador

para lograr encontrar la llave de basqueda adecuada.

Pubmed:
En este caso, se utilizo la herramienta MeSH Terms, donde cada concepto de forma
individual se buscé como términos registrados (MeSH) o libres (Palabras claves).

Luego se eligieron los términos mas concordantes a la pregunta de investigacion y que
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en conjunto generaban la busqueda mas atingente, obteniendo los resultados

expresados en la tabla VI.

Términos Términos Palabras
buscados MeSH claves
Términos de exosomas “Exosomes “ 7277 16718
“Secretome” 4463 4463
“Extracellular 13024 23520
vesicles” - 69
“EVs”
Términos de regeneracion | “Bone regeneration” 24996 50326
Osea
Término maxilofacial “Maxillofacial” - 97410

Tabla VI. Resumen de términos encontrados en base a cantidad de articulos.

En la basqueda primaria de PubMed se utilizé términos MeSH debido a las ventajas
inherentes que presentan estos® , dando la siguiente ecuacion: ““exosomes”[MeSH
Terms] AND "bone regeneration”"[MeSH Terms]”. Con el fin de aumentar los
posibles resultados se incluyeron las siguientes palabras claves: “Exosomes”,
“Secretome”, “Extracellular Vesicles”, “EVs”, “Bone Regeneration” y “Maxillofacial’,
utilizando “MeSH advanced search builder’. Sin embargo, se decidi6 aplicar la
herramienta de “all fields advanced search builder” para abarcar una mayor cantidad
de publicaciones. Empleando estos términos se logré realizar la siguiente llave de
busqueda: “(((((exosomes) OR (secretome)) OR (extracellular vesicles)) OR (EVs))
AND (bone regeneration)) AND (maxillofacial)”’, en donde la base de datos
biomédicos arrojaba resultados concordantes con nuestra pregunta de investigacion.
A estas ecuaciones de busqueda se le aplicaron los siguientes filtros: maximo de 5

afos de antigtiedad y filtro de idioma (espafiol, inglés y portugués).

Embase:

Se realiz6 una busqueda avanzada en la base de datos biomédicos Embase, utilizando
las palabras claves “Exosomes”, “Secretome”, “Extracellular Vesicles”, “EVs”, “Bone
Regeneration” y “Maxillofacial” aplicando la misma llave de busqueda “(((((exosomes)

OR (secretome)) OR (extracellular vesicles)) OR (EVs)) AND (bone regeneration))
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AND (maxillofacial)”. Se aplico los siguientes filtros: maximo 5 afios de antigiiedad e
idioma (espafiol, inglés y portugués). Esto nos permitié obtener un nimero satisfactorio
de articulos incluyendo el mé&ximo de publicaciones que intentan dar respuesta a la

pregunta investigacion.

SciencieDirect Search:

Se filtrd6 considerando el intervalo especifico 2015-2021, no existe un campo para
seleccionar el idioma, todos los articulos son en inglés. La busqueda se realizo en
Advanced Search, utilizando las mismas palabras claves y la llave de busqueda de los

motores de busqueda PubMed y Embase.

Scielo:

Se realiz6 una busqueda inicial utilizando como filtro los afios 2015-2020 y “todos los
idiomas”, abarcando espafiol, inglés y portugués. Se seleccioné como palabras claves
las mismas que en los buscadores anteriores, realizando una busqueda individual de
estas, arrojando resultados satisfactorios. Posteriormente, al aplicar la llave comun de
Pubmed y Embase, no se encontraron resultados, incluso eliminando el filtro de afos.
Es por esto, que se procedié a eliminar los conectores booleanos “AND maxilofacial”
(**) y “AND bone regeneration” (*), ya que al utilizarlos no arrojaban resultados
satisfactorios.

Se realiz6 una busqueda independiente para cada palabra clave “Exosomes’,
“Secretome”, “Extracellular Vesicles”, “EVs”. Finalmente se modifico la llave de
busqueda final de este buscador, obteniendo lo siguiente: “((((exosomes) OR

(secretome)) OR (extracellular vesicles)) OR (EVs))”.

5) Seleccion y clasificacién de los estudios

La estrategia de busqueda se ejecutdé de forma avanzada por 3 investigadores de
manera simultanea e independiente (P.A., N.M. y N.P.). Se utilizé una llave de
busqueda comun para los buscadores Pubmed, Embase y SciencieDirect Search,
empleando las palabras claves seleccionadas de manera conjunta. Esta llave se
modificé sbélo para Scielo y se agregd una nueva combinacién utilizando términos

MeSH en Pubmed, con el fin de ampliar los resultados.
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En los buscadores que se utilizaron, se aplico la llave de busqueda y los filtros
descritos, se realiz6 una base de datos sistematizada en Excel, recopilando el total de
articulos encontrados de manera independiente en cada buscador cumpliendo con la

fase de identificacion.

En la fase de seleccion, se procedio a leer titulos y abstracts, eliminando los articulos
gue no cumplen en primera instancia con la tematica de estudio. Las investigaciones
restantes fueron reunidas en una plantilla comun en la base de datos y se eliminaron

duplicados.

Para continuar con la fase de elegibilidad se realiz6 lectura completa de los articulos,
aplicando los criterios de inclusion y exclusion. Se determinaron los articulos incluidos
para posterior evaluacion y analisis, identificando las variables descritas en el subtitulo

8 del presente apartado. Lo anteriormente mencionado se resumen en la figura 4.

= Articulos identificados en Base de Datos:
-‘g la primera busqueda. + PubMed:n =29
| (n = 269) ™|+ Embase: n=40
(] .
= + Scielo: n= 54
E + TheSciense Search: n = 146
=
* Base de Datos:
Articulos posterior a la as; beM E;t.os._ 11
primera seleccion: titulo, * Eu b € . n - 15
abstract y palabras claves > * mbase. n =
{n = 36) « Scielo: n=2
:5 + TheSciense Search: n =8
(3
&
D
wl ¥
Articulos posterior a la
eliminacion de duplicados
(n=24)
8
g hd
b= Articulos posterior a la
E lectura completa, criterios
8 de inclusion y exclusion
(n=28)
wy hd
(=} . -
h= Articulos posterior a
= evaluacion y analisis
c (n=7)

Figura 4. Diagrama de flujo de la seleccién de articulos para la revision sisteméatica

exploratoria, segun criterios de inclusion, exclusion y analisis de calidad.
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6) Analisis de calidad

Con el objetivo de realizar un trabajo investigativo de calidad, es muy importante
develar las fortalezas y debilidades de los estudios seleccionados. Este proceso se
desarroll6 para determinar silos resultados de las publicaciones seleccionadas pueden

ser incluidos en la elaboraciéon de estudios secundarios.

El analisis de calidad se llevo a cabo a partir de la declaracion CONSORT o STROBE
o ARRIVE, empleadas frecuentemente por diversas revistas biomédicas. La eleccion

de la pauta evaluativa idénea dependié del disefio de estudio de la publicacion.

La declaracion STROBE (Strenghtening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology) es una lista de 22 puntos a tener en consideracion en la comunicacion
de resultados utilizando los disefios mas importantes de la epidemiologia analitica
observacional (estudios transversales, estudios de casos y controles, y estudios de
cohortes)®. Por otra parte, las recomendaciones de CONSORT (Consolidated
Standards of Reporting Trials) fueron elaboradas para determinar la estandarizacion y
reproducibilidad de los ensayos clinicos randomizados, se compone de una lista de
verificacion de 25 elementos que establecen estandares sobre el disefio, el analisis y
la interpretacion de los resultados del ensayo®’. La pauta The ARRIVE guidelines,
animal research: reporting of In vivo experiments, esta pauta fue publicada el afio 2010,
por que al igual que en los humanos la investigacion con animales requiere

estandarizacion cientifica de calidad®8:9°.

7) Sesgos

Se realiz6 una estrategia de busqueda global y avanzada en cada base de dato, en
donde cada investigador siguio los parametros establecidos de manera conjunta en el
punto 5 de este capitulo. Se evitd de esta forma el dejar fuera articulos que puedan
aportar a la investigacion. Asimismo, al ser un tema novedoso, no se discriminé entre
los sujetos de estudio y se consideré todos los disefios exceptuando revisiones
sistematicas y/o metaanalisis. Esto ultimo nos llevo a encontrar articulos con un menor

nivel de evidencia, pero fue importante considerarlo ya que, se buscé encontrar la
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totalidad de informacién respecto a la tematica en cuestion para responder a los
objetivos investigativos. Sin embargo, los articulos con posible elegibilidad fueron
sometidos a un exhaustivo analisis de calidad y evaluacién de riesgo de y ante
cualquier desacuerdo en las diferentes etapas de la seleccion, se recurrié al arbitro

ilustrado.

Los ensayos clinicos controlados aleatorizados (ECCAS) representan la mejor
evidencia cientifica sobre el efecto de las intervenciones médicas, pero una
metodologia inapropiada puede resultar en estimaciones sesgadas de este efecto, con
consecuencias negativas en la toma de decisiones clinicas'®. Por consiguiente, es
relevante llevar a cabo una evaluacion de la validez interna de cada articulo incluido
en esta investigacion haciendo énfasis en el ‘Riesgo de Sesgo’ de los ECCAs®. La
colaboracion Cochrane entrega una herramienta especifica para evaluar el riesgo de

sesgo de este tipo de estudio®3,

8) Definicion de las variables de estudio

Las variables se clasifican como independientes, ya que, ninguna de ellas influye en

otra para cuantificar o medir su efecto. Estas se detallan en la tabla VIII.

Variable Tipo de | Definicion Conceptual Categoria Medida de
variable resumen

Tipo de estudio Cualitativa | Experimentos cientificos | 1. Invivo Proporcion
nominal que determina qué | 2. Invitro

protocolos utilizar para
realizar la metodologia y
recolectar los datos

Uso terapéutico | Cualitativa | Uso  terapéutico  del | Categorizado segun | Proporcion

del exosoma nominal exosoma como | cada articulo
complemento en la | incluido.
regeneracion Osea

craneo/maxilofacial
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Sujetos de estudio | Cualitativa | Especie que se utiliza| 1. Humanos Proporcién
nominal para realizar la| 2. Animales
terapéutica de
regeneracion Osea
crdneo/maxilofacial
Tejido de origen | Cualitativa | Clasificacion  de las | 1. Hueso Proporcién
celular nominal Células portadoras de | 2. Cartilago
exosomas segun su tejido | 3. Dentina / Pulpa
de origen. 4. Ligamento
periodontal
Origen celular del | Cualitativa | Clasificacion  de los | 1. Células madre | Proporcién
exosoma nominal exosomas seglun  su mesenquimales
origen celular de médula 6sea
2. Células
dendriticas
3. Células madre
mesenquimales
adiposas
4. Monocitos
5. células madre
mesenquimales
de tejido
embrionario
6. Condrocitos
7. DPSC
Materiales Cualitativa | Andamiaje en el cual se | 1) Células madre | Proporcién
complementarios | nominal cultivan los exosomas | 2) Exosomas
RO para su desarrollo, cuyo | 3) Andamios
resultado se utiliza en la | 4) Otros

regeneracion osea

craneo/maxilofacial

Tabla VII. Definicién de variables
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RESULTADOS

1. Recoleccidon de datos vy seleccion de estudios

De la busqueda realizada a partir de las dos llaves definitivas, se obtuvo un total de
269 articulos, 54 provenientes de Scielo, 29 de Pubmed, 40 de EMBASE y 146 de
ScienceDirect Search. Luego de leer el titulo, abstract y palabras claves quedaron 36
investigaciones elegidas. Se procedié a la eliminacion de duplicados obteniendo un

total de 24 estudios, de esta forma se cumplié con la etapa de seleccion.

Para llevar a cabo la etapa de elegibilidad, los tres revisores realizaron la lectura
completa de las publicaciones que se obtuvieron en la etapa de seleccién. Aplicando
los criterios de inclusion y exclusion, visualizados en la tabla Ill, se decidié descartar
17 publicaciones (Rodriguez-Saenz et al., 2018; Orozco-Romero et al., 2016; Shi W
et al., 2020; Katagiri W et al., 2016; Katagiri W et al., 2017; Katagiri W, Watanabe J et
al., 2017; Kawai T et al., 2015; DomenVozel et al., 2020; Nakao Y et al., 2020; Ogata
K etal., 2018; Tzur E et al., 2020; Katagiri W et al., 2021; Ogata K et al., 2015; Bari E
et al., 2021; Xian D et al., 2021; Emami A et al., 2020; Xie L et al., 2020), recabando 7

articulos en total, los que describen estudios in vitro/in vivo en animales.

Debido a lo anterior, se continud aplicando una evaluacion y andlisis de calidad de la
pauta ARRIVE a los articulos seleccionados, superando todos el minimo aceptable del
60% (tabla VIII), por lo que todos fueron incluidos en la presente investigacion.

El protocolo de este proceso se llevo a cabo por los tres revisores (P.A, NMy N.P) y
el arbitro moderador (K.C) dirimié las diferencias en los resultados entre los
investigadores.

1.1.Descripcion de los estudios incluidos

De los 7 estudios experimentales, solo se encontraron modelos de animales, en los
gue los exosomas derivados de diferentes fuentes de células madre y utilizando
distintos andamios, se aplicaron a la regeneracion del tejido 6seo. Las caracteristicas

de estos estudios se detallan en la tabla IX.
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Estudio Puntuacion Porcentaje

Takeuchi R, et. al. 2019 28,5/34 83,8%

Liu L, et. al. 2020 27/34 79,4%

Liu A, et. al. 2021 26,5/ 34 77,9%

Watanabe J, et. al. 2020 24 | 35 68,6%

Jin Q, et. al. 2020 25/34 73,5%

Ogasawara N, et. al. 2020 26/34 76,4%

Xu J, et. al. 2019 28,5/34 83,8%

Tabla VIII. Resultados de evaluacion y analisis de calidad segun pauta ARRIVE.
Autores y Buscador Pais Disefio Especiey Total
afo de caracteristicas sujetos (n)
estudio
Takeuchi R, Pubmed / Embase | Jap6n ECCA Ratas Wistar macho de 30
et. al. 2019 10 semanas
Liu L, et. al. Pubmed China ECCA Ratas macho de 11 32
2020 semanas (300150 g)
Liu A, et. al. Pubmed / The China ECCA Ratas macho de ocho 8
2021 Science / Embase semanas (peso 150 -
180 g)
Watanabe J, Pubmed / Embase | Jap6n ECCA | Ratas hembra de 9 afios | 45
et. al. 2020 (180 - 200 g)
Jin Q, et. al. Pubmed / Embase China ECCA Ratas NE
2020
Ogasawara Pubmed Japén ECCA Ratas macho de 11 20
N, et. al. 2020 semanas
Xu J, et. al. Embase / Pubmed | Estados ECCA Ratones informadores 12
2019 Unidos transgénicos eGFP
machos de 10 semanas

Tabla IX. Caracteristicas de los estudios incluidos.
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1.2.Caracteristicas de los articulos incluidos
Todos los articulos cuentan con aprobacion de un comité ético de investigacion (CEl).

Las caracteristicas se resumen en la tabla IX.

2. Descripcion de la intervencién

2.1.Fuentes de origen de los exosomas

Al observar la tabla X, podemos ver que los exosomas utilizados en las investigaciones
incluidas se obtuvieron de diferentes especies y fuentes celulares. En el 42% (tres
publicaciones) se utilizaron células madre de origen humano, 42% (tres publicaciones)
emplearon células provenientes de animales y en el 14% (una publicacién) utilizé tanto
fuentes celulares de origen humano como animal. Las células provenientes de
animales eran especificamente de ratas (Liu L, et. al. 2020; Liu A, et. al. 2021;
Watanabe J, et. al. 2020; Xu J et. al. 2019). En las investigaciones que se aplicaron
exosomas de origen humano, uno informé que los exosomas se derivan de las células
madre de la pulpa dental (DPSC) (Jin Q et. al. 2020), una de las células madre de la
pulpa remanente de los dientes deciduos exfoliados (SHED) (Ogasawara N. et. al.
2020), una de las células madre de la médula 6sea (BMSC) (Takeuchi R, et. al. 2019)
y uno tanto de BMSC como de células madre perivasculares estromales (PSC) (Xu J
et. al. 2019). De los cuatro estudios que utilizaron exosomas de animales, todos tienen
su origen en BMSC (Liu L, et. al. 2020; Liu A, et. al. 2021; Xu J et. al. 2019; Watanabe
J, et. al. 2020), a la vez en dos de ellos también provienen de células madre adiposas
(ASC) (Liu A, et. al. 2021; Xu J et. al. 2019).

Liu A, et. al. es el Gnico estudio que ocupa dos fuentes celulares diferentes, pero de la
misma especie y Xu J et. al. tiene la particularidad de ser la Unica investigacion en

ocupar dos fuentes celulares diferentes y de dos especies distintas.
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de fémur y la tibia humanos/
de tejido adiposo de ratas /
BMSC de calota y estroma
de ratas. (PSC-EV)

distintos de exosomas.

Estudios Origen de los exosomas Materiales Aplicacion experimental de
complementarios los exosomas
Takeuchi BMSC humanas sin Esponjas de Regeneracion ésea de
R, et. al. especificar hueso de origen. | atelocolageno defectos circulares de 5 mm
2019 (MSC-Exo) (andamio), PBS, MSC- | de diametro bilaterales en
CM y Exo-AntiVEGF. huesos parietales de ratas. (*)
Liu L, et. BMSC provenientes de Hidrogel de gelatina al | Se promueve la regeneracion
al. 2020 fémur y tibia de ratas. 5% (andamio) y PBS. | de hueso alveolar en ratas con
(BMSC-EV) periodontitis. (*)
Liu A, et. BMSCs extraidas de la | MBG microporoso Regeneracion ésea de
al. 2021 medula 6sea del fémur de | (andamio). defectos circulares de 5mm de
ratas y ASCs obtenidas de diametro bilaterales en huesos
tejido admos_o subcutédneo de parietales de ratas. (*)
la zona inguinal de ratas.
(MSC-Exo)
Watanabe | BMSC de fémur de rata. PBS. Regeneracion 6sea del defecto
J, et. al. (MSC-EV) post-exodoncia en alveolo
2020 expuesto mandibular unilateral
izquierdo en ratas en modelo
de BRONJ. (*)
Jin Q, et. hDPSC de terceros molares | PuraMatrixTM 1% Regeneracion 6sea de
al. 2020 impactados. (hidrogel peptidico defectos circulares de 2 mm
(hDPSC-EV) autoensamblado como | ye diametro en el angulo
andamiaje). mandibular (NE uni o bilateral)
en ratas. (*)
Ogasawara | hSHED. SHED-CM. Regeneracion del cartilago
N, et. al. (SHED-EV) articular y de hueso del condilo
2020 de la ATM bilateralmente en
ratas con TMJOA. (*)
Xu J, et. al. | PSC de Tejido adiposo No utiliza materiales Regeneracion 6sea de
2019 subcutaneo humano / BMSC | complementarios defectos circulares de 1,8 mm

de diametro de espesor total
en huesos frontales de rata.

*

Tabla X. Resumen de los estudios

complementarios

utilizados en

respecto a origen de exosomas, materiales

las

investigaciones vy

su aplicacion.

MSC-Exo: exosoma de células madre mesenquimal; PBS: solucion salina tamponada

con fosfato; MSC-CM: medio acondicionado de células madre mesenquimales; Exo-

Anti-VEGF: exosomas con inhibidor del Factor de crecimiento endotelial vascular;
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BMSC: células madre de la médula 6sea; BMSC-EV: vesiculas extracelulares
derivadas de células madre de la médula 0sea; rBMSC-EV: vesiculas extracelulares
de células madre de la médula 6sea de ratas; ASC: células madre de tejido adiposo;
MBG: vidrio mesoporoso bioactivo; MSC-EV: vesiculas extracelulares derivadas de
células madre mesenquimales; BRONJ: osteonecrosis de la mandibula relacionada
con bifosfonatos; hDPSC: células madre derivada de la pulpa dental humana; hSHED:
células madre derivadas de dientes deciduos en humanos; SHED-EV: vesiculas
extracelulares derivados de células madre de dientes deciduos exfoliados; SHED - CM:
Medio condicionado libre de suero para células madres de dientes deciduos exfoliados;
ATM: articulacion temporomandibular; TMJOA: osteoartritis de la articulacion
temporomandibular; PSC: células madre perivasculares/estromales; PSC-EV:
vesiculas extracelulares de células madre perivasculares/estromales. (*)

Complementar con tabla XI.

2.2 Materiales de uso complementario en la regeneracion ésea:

Los diferentes materiales complementarios utilizados en los articulos para la
regeneracion 6sea se detallan en la tabla X, comparando asi las aplicaciones de
exosomas con estos. En tres estudios, se utiliz6 PBS (Takeuchi R, et. al. 2019; Liu L,
et. al. 2020; Watanabe J, et. al. 2020). En dos estudios se comparé con la aplicacion
de medios acondicionados, uno de MSC-MC (Takeuchi R, et. al. 2019) y otro utilizando
SHED-MC (Ogasawara N. et. al. 2020). En tres, se permiti6 que los defectos
provocados en el grupo control se curaran por segunda intencién, dejando los defectos
0seos sin tratamiento (Takeuchi R, et. al. 2019; Xu J et. al. 2019; Watanabe J, et. al.
2020).

En cuatro publicaciones se emplearon diferentes andamiajes como esponja de
atelocolageno (Takeuchi R, et. al. 2019), hidrogel de gelatina al 5% (Liu L, et. al. 2020),
MBG (Liu A, et. al. 2021) y PuraMatrix al 1% (Jin Q et. al. 2020). Tres publicaciones no
utilizaron medios de andamiaje, de las cuales una emple6 exosomas juntamente con
acido zoledronico (ZOL) (Watanabe J, et. al. 2020), otra utilizé los exosomas libres de
materiales complementarios (Xu J et. al. 2019) y Ogasawara N. et. al. mencionado

anteriormente.
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La mayoria de los estudios compararon la aplicacion de exosomas con diferentes
tratamientos, describiendo mas de un grupo de comparacién y/o control, como se

observa en la tabla XI.

2.3 Aplicacion de los exosomas

Para los estudios in vivo, los 7 estudios seleccionados utilizan modelos animales,
especificamente de ratas. En cuatro estudios se aplic6 MSC-EV a defectos éseos
circulares, dos de los cuales aplicaron MSC-EV en defectos éseos calvariales de 5 mm
de didmetro (Takeuchi R, et. al. 2019; Liu A, et. al. 2021), uno en defecto de hueso
calvarial de 1,8 mm de diametro (Xu J et. al. 2019) y otro en defectos 6seos de 2 mm
de diametro en los angulos mandibulares (Jin Q et. al. 2020). Un estudio evalud la
TMJOA (Ogasawara N. et. al. 2020). En un estudio, se aplicO MSC-EV en defectos
0seos periodontales (Liu L, et. al. 2020). En otro estudio se evaluo la terapéutica con
MSC-EV en un modelo de BRONJ (Watanabe J, et. al. 2020). (Ver tabla X).

2.4 Efecto de exosomas sobre laregeneracion 6sea

Se sugiere complementar con las tablas Xl y Xll las observaciones que se describiran
a continuacion:

La aplicacion de exosomas/secretomas/EVs a los defectos 6seos generados, aumentd
significativamente la regeneracion de tejido 6seo en comparacion con otros grupos de
intervencion o control.

Las imagenes con micro TC mostraron en 6 estudios (Liu A, et. al. 2021; Watanabe J,
et. al. 2020; Xu J et. al. 2019; Jin Q et. al. 2020; Takeuchi R, et. al. 2019; Ogasawara
N. et. al. 2020) un aumento de formacién Gsea reciente en los modelos reconstruidos
con 3D, mientras que en el estudio de Liu L et. al. y Ogasawara N et. al. existiéo una
disminucién de reabsorcion ésea.

El analisis de histologia de las muestras evidencio una mayor formacion de tejido 6seo
nuevo mineralizado (Liu A, et. al. 2021; Watanabe J, et. al. 2020; Xu J et. al. 2019; Jin
Q et. al. 2020; Takeuchi R, et. al. 2019; Ogasawara N. et. al. 2020). Ademas, se

encontré una menor reabsorcién 6sea congruente con menor TRAP (+) y disminucién
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del numero células pro-inflamatorias observadas (Liu L et. al. 2020), mayor
regeneracion continta de tejido blando (Watanabe J, et. al. 2020), mayores estructuras
relacionadas a vascularizacion (Takeuchi R, et. al. 2019) y disminucién de la
inflamacion con menor cantidad de osteoclastos en las capas 6seas subcondrales
mineralizadas (Ogasawara N. et. al. 2020).

Es importante destacar que donde se utilizaron distintas concentraciones de exosomas

el efecto terapéutico fue dosis-dependiente.

Las estrategias para la promocion de la regeneracion 6sea fueron variadas, los
estudios que llevaron a cabo la evaluacion de la regeneracién 6sea en defectos de
tejido duro informaron una mineralizacién temprana en el area en que se aplicaron
exosomas (Xu J et. al. 2019; Takeuchi R, et. al. 2019, Liu A, et. al. 2021). En la
investigacion que se evalud la inhibicion de la reabsorcion oOsea en defectos
periodontales, se informd que la pérdida de hueso alveolar fue significativamente
menor al utilizar BMSC-EVs, debido a que inhiben la activacion de osteoclastos
mediante la via de sefalizacion RANKL/OPG (Liu L et. al. 2020). En el estudio que
promueve la diferenciacion de las células madre al linaje osteoblastico se observo un
ambiente osteogénico mejorado al utilizar exosomas por lo que se evidencié una
mayor formacién de hueso (Jin Q et. al. 2020). En el estudio que evalué los efectos
terapéuticos en ratas con BRONJ, el grupo que utiliz6 exosomas en los alvéolos
abiertos, cicatrizd con una cobertura de tejido blando continGa en un menor tiempo
(Watanabe J, et. al. 2020). En el estudio que evalud los efectos terapéuticos en ratas
con TMJOA, el grupo que utilizé exosomas evidencié una mayor regeneracion 6sea 'y

de cartilago (Ogasawara N. et. al. 2020).

En cuatro estudios se observo la regeneracion de tejido duro a través de célculos de
indices macroestructurales, en todos se demostréo una mayor formacion de volumen
0seo (Watanabe J, et. al. 2020; Liu A, et. al. 2021; Ogasawara N. et. al. 2020; Jin Q et.
al. 2020) con grosor (Liu A, et. al. 2021; Ogasawara N. et. al. 2020) y numero (Liu A,
et. al. 2021) trabecular abundante, pero con espacio intertrabecular reducido
(Ogasawara N. et. al. 2020; Jin Q et. al. 2020).
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De los siete articulos incluidos, dos no reportaron el volumen de dosis de exosomas utilizado, mientras los otros cinco

reportaron la concentracion de exosomas (Takeuchi R, et. al. 2019; Watanabe J, et. al. 2020; Liu A et.al. 2021; Jin Q et. al.
2020; Xu J et. al. 2019).

segun grupo,

Autor y Comparacion | Control (n) Dosis de Oportunidad y Tiempo Resultados Conclusiones
afo (n) Exo/EV modo de observacion
aplicacion post
tratamiento
Takeuchi PBS (6) Defecto sin MSC-Exo | Implantacion de | 1°,2° 3°y 4° | Promocién de la | Se confirm6 formacién
R, et. al. rellenar (6) (30uQ) andamio semana regeneracion Osea | 6sea temprana por
2019 MSC-Exo (6) empapado en durante las primeras | MSC-Exo. A las 2s
MSC-Exo | solucion etapas y también la | formacion Osea
Exo-antiVEGE (30pg) + expgrimental angiogénesis. (*) aumentd en los grupos
(6) anti-VEGF | segun grupo, el MSC—Exo,_ ] en
(1pg) d|a|_que sl,(i1 et c;)mparamon ;or; Alﬁs
realiza el defecto otros grupos. a 4ta
MSC-CM (6) Oseo. semana se ampliaron
aun mas las diferencias
en el area en
comparacién a grupo
PBS, Exo-AntiVEGF vy
control. Hubo
acumulacion notable de
células endoteliales
vasculares en el grupo
MSC-Exo en
comparacion a grupo
PBS, Exo-antiVEGF vy
control.
Liu L, et. al. | Periodontitis Periodontitis NE Inyeccién en el 40y 8° Reparacion del | A la 4ta semanas la
2020 con BMSC- con PBS (8) saco periodontal | semana hueso alveolar y del | pérdida de  hueso
EVs (grupo de andamio con ligamento alveolar en las raices
experimental) solucion periodontal. (*) mesiolingual y
(8) experimental distolingual del 2do

molar inferior derecho
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Grupo sano
sin tratamiento
(8)
Periodontitis
sin tratamiento

(8)

unavez ala
semana.

en el grupo BMSC-EVs
fue significativamente
menor que el grupo con
periodontitis y el control

(p<0,001). A la 8va
semana los resultados
no fueron

estadisticamente
significativos.

Liu A, et. exo-MBG (4) MBG (4) 10» Implantacion de | 2°, 5°, 8% Formacion de hueso | Uso de exo-MBG tuvo
al. 2021 particulas/ | andamio 12° semana | nuevo. (*) una mayor tasa de
MBG empapado en deposicion de minerales
jerarquico | solucion en todo momento del
cargado experimental experimento. El peak de
con segun grupo, el la formacion ésea fue a
BMSC-IO- | dia que se las 12 semanas.
exo realiza el defecto
Oseo.
Watanabe | ZOL + EVs Exodoncia 30 ug Inyeccion iV en 39, 7°y 10° Formacion de tejido | Hubo mayor formacion
J, et. al. (15) sin MSC-EVs | cola de rata, al dia. gingival y tejido duro | de cobertura de tejido
2020 tratamiento disueltos dia siguiente de | 2°y 8° nuevo en el alveolo | gingival y de tejido duro
ZOL + PBS (15) en 0,5 mL | la exodonciay semana donde se realiz6 la | nuevo en el defecto y un
(15) PBS por Unica vez. exodoncia. La | menor fenotipo celular
administracion  de | senescente en el grupo
ZOL aumenta el | ZOL-EV.
fenotipo celular
senescente. (*)
Jin Q et. al. | PuraMatrix™ PuraMatrix™ | 40 pg/mL Inyeccién del 1°, 30, 5°y 6° | Cantidad de | hDPSC-EVs generan un
2020 1% + 40 1% (NE) hDPSC-EV | andamio con semana mineralizacion y de | ambiente propicio para
puL/mL solucién hueso nuevo | la osteogénesis, lo que
hDPSC-EV 4000 experimental formado. (*) aumenta la
(NE) Hg/mL segln grupo, en mineralizacion y la
hDPSC-EV | el sitio del cantidad de hueso
PuraMatrix™ defecto el dia en nuevo formado. Es
1% + que se realizay importante destacar que
4000pL/mL
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hDPSC-EV posteriormente esta tendencia es dosis-
(NE) se sutura. dependiente.
Ogasawara | Grupo EM por | Grupo sin NE Inyeccién iV 6°y 10° dia Formacion de tejido | SHED-CM tuvo una
N. et. al. 5 dias sin EMy sin diaria 0,5 ml de Oseoy cartilago en el | mayor regeneracion
2020 tratamiento tratamiento solucién condilo de ATM con | tanto en el tejido duro
(5). (5). experimental TMJOA. (*) como del cartilago en el
segun grupo en condilo sometido a
Grupo EM por la cola de rata TMJOA.
10d + SHED- desde el dia 6
CM (5) hasta el dia 10.
Grupo EM por
10d + DMEM
)
XuJet.al. | PSC-EV 1ug Defecto sin PSC-EV Inyeccién 4° semana Efectos mitogénicos, | Se confirm6é que los
2019 (4) rellenar (4) lug percutanea en pro-migratorios y | PSC-EVs producen
tejido que pro-osteogénicos efectos celulares que
PSC-EV 2,5ug PSC-EV recubre el sobre las células | convergen in vivo para
(4) 2,519 defecto dseo. progenitoras acelerar la curacion del
esqueléticas  para | defecto dseo,
Cada 3 dias incitar la reparacion | observando efecto mas
hasta el Osea marcado al utilizar PSC-
momento de intramembranosa. EV a concentracion
observacion *) 2,5ug en comparacion
final. al grupo de 1ug

Tabla XI. Detalle de la aplicacion experimental de exosomas, informando los grupos de estudio, dosis utilizadas, forma de
aplicacion y tiempos de medicion de cada una de las investigaciones seleccionas, sumado a los resultados observados en
general y conclusiones descritas en ellas. Anti-VEGF: inhibidor del Factor de crecimiento endotelial vascular; exo-MBG:
exosomas con vidrio mesoporoso bioactivo; BMSC-10-exo: exosoma osteoinductivo derivado de BMSC; ZOL-EVs:
Vesiculas extracelulares con acido zoledrénico; hDPSC EV: Vesiculas extracelulares de células madre derivada de la pulpa
humana; EM: estrés mecanico; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; NE: no especifica. (*) Complementar con
tabla XII.
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Estudios Micro TC Histologia Inmunohistoquimica.
Takeuchi R, | BFA 1 sem postimplantacion: BFA 1 sem post implantacién: No hay No hay datos
et. al. 2019 datos

Defecto (1,7 £ 0,4%); Exo-antiVEGF (4,3
+ 0,6%); PBS (5,9 * 3,3%); MSC-Exo
(13.5 £ 1.3%); MSC-CM (16.3 + 2.8%).

BFA 2 sem post implantacion:

Defecto (3,6 + 0,6%); Exo-antiVEGF (8,7
+1,1%); PBS (15,4 + 4,5%); MSC-Exo
(31,5 £ 6,5%); MSC-CM (27,2 + 4,9%).

BFA 2 sem post implantacion:

Defecto (0,16 £ 0,03 mm2); Exo-
antiVEGF (0,26 + 0,08 mm2); PBS (0,51
+ 0,14 mm2); MSC-Exo (1,96 + 0,1
mmz2); MSC-CM (1,39 + 0,34 mm2).

BFA H&E:

e MSC-Exo: células similares a
osteoblastos e infiltracion de
neutroéfilos en margen del defecto
Gseo + hueso trabecular
inmaduro y tejido osteoide.

MSC enddgenas (Fluorescencia
CDA44):

e MSC-Exoy MSC-CM: células
positivas alrededor del hueso
recién formado

Vasos sanguineos (Fluorescencia
CD31)

e MSC-Exoy MSC-CM: células
endoteliales positivas
alrededor del &rea 6sea
recién formada

* MSC-Exo y MSC-CM: mejoraron la
migracion de células madre
enddgenas y la angiogénesis en el
defecto 0seo calvarial.

BFA 3 sem post implantacion: defecto
(5,5 + 0,9%); Exo-antiVEGF (10,9 + 1,0%);
PBS (23,6 + 6,5%); MSC-Exo (38,8 +
6,2%); MSC-CM (44,3 £ 6,9%).

BFA 3 sem post implantacién: No hay
datos

No hay datos

BFA 4 sem post implantacion: defecto
(7,0 £ 0,9%); Exo-antiVEGF (13,4 + 1,5%);
PBS (27,3 + 7,7%); MSC-Exo (48,9 £
6,2%); MSC-CM (56,6 * 6,0%).

BFA H&E:
e MSC-Exo > defecto, Exo-
antiVEGF y PBS.

Osteogénesis (OCN):
e MSC-EXxo: tinciébn marrén (+)
evidente.
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e MSC-Exo se observo claramente
puente 6seo con osteocitos,
acumulacion de células y
estructuras vasculares alrededor
del hueso recién formado.

e Grupos defecto, Exo-
antiVEGF y PBS: no tincion
+)

Angiogénesis (VEGF):

e MSC-Exoy MSC-CM: tincién
marrén (+) evidente de
células endoteliales en el
area central del defecto

e Grupos defecto, Exo-
antiVEGF y PBS: sin
hallazgos marcados

Liu L, et. al.
2020

ABL a la 4ta semana
(valores expresados en mm + SD)
Grupo sano
e (distolingual: 0.645 £ 0.036
e mesiolingual: 0.781 £ 0.073
Grupo experimental (p<0,01)
e distolingual: 0.763 £ 0.090
e mesiolingual: 0.898 £ 0.112
Grupo control (p<0,01)
e distolingual: 1.057 £ 0.006
e mesiolingual: 1.217 + 0.032
Grupo periodontitis sin tratamiento
(p<0,01)
e distolingual: 1.007 + 0.082
e mesiolingual: 1.202 £ 0.177

ABL ala 8va semana
Grupo sano
e distolingual: 0.684 + 0.097
e mesiolingual: 0.765 + 0.087
Grupo experimental (p<0,01)
e distolingual: 0.974 + 0.104

H&E 4tay 8va semana:
o ABL experimental < ABL control y
ABL periodontitis sin tratamiento
(p<0,05)

Abundantes células inflamatorias se
observan en los grupos con periodontitis:
e Grupo experimental < Grupo
control 'y  periodontitis  sin
tratamiento (p<0,05)

Células TRAP (+):
e Grupo experimental < Grupo
control y grupo periodontitis sin
tratamiento.

Relacion de la expresion de
RANKL y OPG 4tay 8va semana:
e Grupo experimental < Grupo
con periodontitis sin
tratamiento y control
(p<0.001)
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e mesiolingual: 1.135 = 0.019
Grupo control (p<0,01)

e distolingual: 1.069 + 0.249

e mesiolingual: 1.147 = 0.115
Grupo periodontitis sin tratamiento
(p<0,01)

e distolingual: 1.036 + 0.139

e mesiolingual: 1.15 + 0.065

Liu A, et. al. BV/TV (%) 12 semanas: Tincién con VG, Masson’s y H&E 12 AFSB con (%) con DAB 2
2021 e exo-MBG > MBG (p<0,005) semanas: semanas:
e exo-MBG: masiva formacién de e exo-MBG > MBG (p<0,005)
Tb.Th (um) 12 semanas: hueso nuevo. AFSB con (%) con DAB 5 semanas
e exo-MBG > MBG (p<0,01) e MBG: capa delgada de hueso e exo-MBG > MBG
nuevo. (p <0,05)
AFSB con (%) con DAB 8 semanas
e exo-MBG > MBG
(p < 0,005)
Watanabe J, | BV/TV (%) dia 7: Tincién de H&E 2y 8 semanas: No hay datos
et. al. 2020 e control > ZOL PBS (p<0,001) e Se confirma continuidad del
e ZOL+EVs>ZOL+PBS (p= epitelio tanto en el grupo control
0,002) como en el de inyeccién de EVs.
BVITV (%) dia 14: e Hay una mayor velocidad de
e control > ZOL PBS (p<0,001) regeneracion en el grupo de
e ZOL+EVs>ZOL+PBS (p= inyeccion de EVs.
0,002)
Jin Q et. al. 6 semanas 6 semanas Usando rojo de alozarina, clorhidrato
2020 Tincién con VG:

BVITV (%)
e 40mg/mL hDPSC-EV > control
(p <0,01)

e Grupo 4000mg/mL hDPSC-EV >
grupo control.

de tetraciclina y calceina se

determiné:
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4000 mg/mL hDPSC-EV > control
(p <0,01)

Tb.N (1/mm)

40mg/mL hDPSC-EV > control
(p <0,05)
4000 mg/mL hDPSC-EV > control

e Grupo 40mg/mL hDPSC-EV
aposicion de hueso nuevo > grupo
control.

* Mas marcado a mayor concentracion

Andlisis histomérfico cuantitativo NBA

e Grupo 4000mg/mL hDPSC-
EV: 1° semana formacién de
hueso y mineralizacion.

e Grupo 40mg/mL hDPSC-

%):
(p < 0,01) ( o P
Tb.Sp (mm) «  40mg/mL hDPSC-EV > control E:’esi S;’;:}i?zngggﬁ'on de
« control > 40mg/mL hDPSC-EV (p<0,05) Y '
(p < 0,05) e 4000 mg/mL hDPSC-EV > control ) S
e control > 4000 ma/mL hDPSC-EV (p<0,05) * No hay diferencia significativa en la
<005 9 cantidad de hueso nuevo en la 3°y 5°
Tb.Th (p<0.05) semana entre ambos  grupos
' experimentales.
e Resultados no son P
estadisticamente significativos
Ogasawara 12 dias 12 dias 12 dias
N. et. al. BV/TV (%) H&E IL-1b (%)
2020

Grupo SHED-CM (0,42 + 0,05) >
Grupo DMEM (0,27 +0,06) y Grupo
pretratamiento sin inoculacion
(0,25 +0,07)

(p<0,01)

Tb.Th (mm)

Grupo SHED-CM (0,16 + 0,08) >
Grupo DMEM (0,11 +0,03%) y
Grupo pretratamiento sin
inoculacién (0,09 £ 0,02)
(p<0,01)

Th.Sp (mm)

Grupo SHED-CM (0,21 £ 0,11) <
Grupo DMEM (0,32 +0,17) y Grupo
pretratamiento sin inoculacion
(0,39 £ 0,25)

e  Grupo SHED-CM infiltracién
reducida de células inmunes
mononucleares

e Grupo DMEM infiltracién de
células inmunes mononucleares
en musculo temporal.

TRAP
e Grupo DMEM (13,20 + 4,36) >
Grupo SHED-CM (3,40 + 2,06)
(p <0,01)

e Grupo DMEM (95,56 + 2,02)
> Grupo SHED-CM (80,60 +
4,95)
(p <0,05)
MMP13 (%)
e Grupo DMEM (44,43 £ 7,90)
> Grupo SHED-CM (32,15
5,78)
(p <0,05)
iNOS (%)
e Grupo DMEM (48,8 + 3,96) >
grupo SHED-CM (38,72 +
2,562)
(p <0,05)
PCNA (%)
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(p<0,05)

e grupo SHED-CM (45,13 £
4,56) > Grupo sin tratamiento
(11,92 £ 3,40) (p < 0,05)

e Grupo SHED-CM (45,13 =
4,56) > Grupo DMEM (5,95 +

2,70)
(p <0,05)
Xu J et. al. BV 4 sem postoperatorio: H&E 4 sem postoperatorio: Distancia Intensidad inmunofluorescencia
2019 e PSC-EV 2,5ug > control entre bordes del defecto 6seo OCN en borde del defecto 6seo:
(p< 0,01) e PSC-EV 2,5ug > control (p<
e PSC-EV 1ug > control Control > PSC-EV 1ug > PSC-EV 2,5ug 0,001)
(p< 0,05) e PSC-EV 1ug > control (p<
BFA (%) 4 sem postoperatorio: 0,01)
e PSC-EV 1ug y PSC-EV 2,5ug > e PSC-EV 2,5ug > PSC-EV 1pg
control (p< 0,05) (p< 0,05)

Score 4 sem postoperatorio:
e PSC-EV 1pg y PSC-EV 2,5ug >
control (p< 0,05)

Tabla Xll. Resultados obtenidos de los examenes complementarios utilizados para el andlisis de cada estudio en la
obtencion de resultados. BFA: area formacion 6sea; H&E: hematoxilina y eosina; ABL: pérdida de hueso alveolar; TRAP:
fosfatasa acida resistente al tartaro; BV/TV: volumen 6seo/volumen total; Th.Th: Grosor trabecular medio; VG: Tincion de
Van Gieson; AFSB: Area de hueso tefiido con fluorescencia; DAB: Revelado con diaminobenzidina; ZOL-PBS: &cido
zoledronico con solucion salina tamponada con fosfato; Th.N: NUumero trabecular medio; Th.Sp: Separacion trabecular
media; NBA: area de hueso nuevo; BV: volumen 6seo. (Para identificar los grupos utilizados en cada estudio se puede

revisar la tabla XI).
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3. Riesgo de sesqgos:

La herramienta de sesgo recomendada por la colaboracion Cochrane se basa en
dominios, donde las evaluaciones criticas se realizan de forma separada para diferentes
dominios, los resultados de observan en la figura 5.

TakeuchiR. 2019
Liu L. 2020

Liu A. 2021
Watanabe J. 2020
Jin Q. 2020
Ogasawara N. 2020
XuJ 2019

Generacion de la secuencia aleatoria

*
+*
+
+
+
+
+

Ocultacion de la asignacion

Cegamiento de los participantes y personal

. . . . . . . Cegamiento de los evaluadores

Manejo de datos de resultados incompletos

+ + + + + + +

Notificacion selectiva
+ + + + + + +

Figura 5: Resultado de aplicacion de la evaluacién del riesgo de sesgo en los ensayos
clinicos incluidos de la colaboracion Cochrane. (+) hace referencia a bajo riesgo de

sesgo; (-) hace referencia a alto riesgo de sesgo; (?) hace referencia a un riesgo dudoso.

Se realiz6 aleatorizacion simple para conformar los grupos de estudio y también para la
asignacion de intervenciones, si bien no es una aleatorizacion elaborada, debido a que
los individuos utilizados en cada investigacion eran sujetos con caracteristicas
especificas similares (raza, edad, fenotipo) y no se buscaba una representatividad
poblacional, la validez interna de los estudios no se vio afectada. EIl método de ocultacién
no se describe detalladamente por lo que podria introducir algiin sesgo de seleccién a
causa de una ocultacion inadecuada de las asignaciones. El cegamiento de los
evaluadores no se realizo, por lo que la interpretacion realizada a los resultados no
objetivos podria estar influenciada. Sin embargo, la mayoria de los dominios presentan
un bajo riesgo de sesgo, mas aun si consideramos que los resultados presentan
mediciones objetivas evidentes, por lo que, al hacer una evaluacion completa, se

determind un bajo riesgo de sesgo en los estudios incluidos en esta investigacion.
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DISCUSION

En la regeneracién 0sea se han propuesto varios métodos terapéuticos, entre ellos
autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y sustitutos 6seos'®l. El autoinjerto de hueso
autologo es la terapia mas usada, sin embargo, en la literatura se expresan varias
desventajas asociadas®, por lo que la medicina regenerativa busca superar estas
limitaciones utilizando distintas herramientas, entre ellas la terapia biologica acelular
basada en factores de crecimiento'®?. Recientemente ha aumentado la evidencia
cientifica y clinica respecto a que los efectos tisulares criticos para la regeneracion del
tejido, como migracién, angiogénesis o reinervacion, que han sido descritos incluso en
ausencia de terapias bioldgicas celulares®s.

Otras investigaciones demuestran que los exosomas actian como mediadores en la
comunicacion intercelular®®, afectando la reparacion del tejido en base a su efecto
paracrino y estimulacion de la célula huésped® y son capaces de activar una variedad

de vias de sefializacion celular®,

Hallazgos principales

Con relacion al origen, los exosomas informados en los estudios seleccionados
provienen de dos especies, en igual proporcion humanos y animales, especificamente
ratas. Respecto al origen celular de obtencion se mencionan principalmente médula ésea

y pulpa dental, seguido del tejido adiposo y estroma perivascular.

Respecto a los materiales complementarios utilizados en conjunto con los exosomas
para la terapia regenerativa cabe destacar que mas de la mitad utiliza andamiaje, siendo
este la esponja de atelocolageno, hidrogel de gelatina al 5%, vidrio mesoporoso bioactivo
y PuraMatrix al 1%, empleados en igual proporcion. El resto de las investigaciones no
utilizan andamiajes, pero hay que destacar que estos exosomas se aplican libres o en

conjunto con acido zoledrénico.

Para lograr explicar su uso, todas las publicaciones aplican la terapia regenerativa de los

exosomas (independiente de su origen) en modelos de ratas, mayormente en defectos
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0seos calvariales, y en igual proporcion en defecto 6seo mandibular y periodontal,
osteoartritis de ATM y BRONJ.

La forma de aplicacion principal es por medio de inyeccion en el sitio del defecto o
intravenosa y en menor medida se realiza implantacion de andamios empapados en
solucion experimental. Con tiempos de observacion variables entre una a doce
semanas.

Varias investigaciones muestran efectos beneficiosos de los exosomas en regeneracion
O0sea de defectos, al favorecer la mineralizacion temprana y mejorar el ambiente
osteogénico. En enfermedades como BRONJ reduce el tiempo de cicatrizacion, en
osteoartritis de ATM aumenta la regeneracion 6sea de cartilago y en enfermedad
periodontal disminuye la reabsorcion ésea.

Para estudiar los efectos del uso de exosomas, se utilizan distintos mecanismos: La
micro TC muestra principalmente un aumento en la formacion ésea reciente, mejorando
parametros de calidad 6sea (aumentando la proporcion volumen éseo/volumen total,
grosor trabecular medio y numero trabecular medio / reduciendo la separacion trabecular
media); histolégicamente se evidencia una mayor formacion de tejido 6seo mineralizado,
con mayor velocidad y una disminucion de osteoclastos en las zonas con el uso de
exosomas; la IHQ demuestra una mejora en la migracion celular enddégena y
angiogénesis, aumento de marcadores osteogénicos en borde de defectos, una
disminucién de la expresion RANKL/OPG vy destruccién de cartilago.

Ademas, los estudios demuestran que existe una mayor densidad 6sea cuando los
exosomas son aplicados directamente en el sitio del defecto y sus efectos se ven
favorecidos al aumentar la concentracion empleada. Finalmente, el aislar los exosomas
para luego aplicarlos, muestra beneficios en la regeneracién ésea temprana que se
presentan desde su implementacién, en contraste con la terapia de MSC donde los

resultados positivos se demuestran principalmente al finalizar el proceso regenerativo.

Validez interna
En la presente investigacion, se recolectaron sistematicamente los datos disponibles en
la literatura, evaluando criticamente el uso de los exosomas aplicados a la regeneracion

0sea en el territorio craneomaxilofacial, respetando criterios de inclusion y exclusion

56



establecidos conjuntamente y realizando una evaluacion objetiva y clara de la evidencia
cientifica publicada. Cabe destacar que cada uno de los estudios incluidos, fueron

sometidos a analisis de calidad y evaluacion de riesgo de sesgo.

Interpretacion en el contexto de la literatura

El origen de obtencion de exosomas es muy relevante de considerar para que sea un
proceso de facil ejecucion y que impligue un menor riesgo asociado®®.De los origenes
mas utilizados en los articulos incluidos en la presente investigacion, cabe destacar que
si bien no hay estudios clinicos en humanos donde se utilicen exosomas con los fines
aqui descritos, existe evidencia de la obtencién de estas vesiculas segun su origen,
estableciendo una excelente calidad a los exosomas provenientes de BM-MSC%7 Por
otra parte, las células madre derivadas de tejido de la pulpa dental humana (DP-MSC)
son de especial interés por su origen embrionario de la cresta neural, lo que le confiere
caracter neurotrépico mencionando un potencial terapéutico con aplicabilidad de estos

componentes en la practica odontol6gical®®.

En regeneracion 0sea es bien reconocido el protocolo actual respecto a los materiales
utilizados®9199, Especificamente en regeneraciéon d6sea craneofacial también hay un
amplio conocimiento en terapias standard con biomateriales!!?, pero al revisar esta
nueva terapéutica, podemos ver que si bien el uso experimental de los exosomas va
asociado a un protocolo distinto al que se utiliza clinicamente en humanos, igual es de
relevancia el uso conjunto de materiales complementarios. La mayor parte de los
estudios hace uso de andamiaje, siendo este componente clave en la ingenieria tisular
para la regeneracion de tejido actuando como soporte y elemento osteoconductivo!?,
actuando como un vehiculo de suministro y protegiendo los elementos utilizados de las

condiciones severas en el lugar de aplicacién'.

Al hablar de las aplicaciones terapéuticas de vesiculas extracelulares estudiadas, resulta
importante enfatizar el manejo de osteonecrosis de los maxilares relacionada al uso de
bifosfonatos (BRONJ), ya que estos son farmacos ampliamente utilizados en manejo del
cancer 0seo metastasico y enfermedades 6seas metabdlicas sistémicas como la

osteoporosis!'?. El mecanismo subyacente de BRONJ ha demostrado ser dificil de
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desentrafiar y no existen estrategias soélidas para el tratamiento, pero su enfoque se ha
basado en mecanismos con efectos anti-reabsorcion 6sea''?, es de esta manera que los
exosomas demostraron ser aplicables con éxito en los modelos estudiados®*4.

Los defectos 6seos a su vez, tienen una carga significativa de morbilidad asociada con
el manejo, generando impacto clinico y econémico®'®.Si bien actualmente hay materiales
o tratamientos biol6gicos para su uso, la terapéutica y resultados siguen siendo
controversiales!!®, es en este punto donde el estudio de exosomas cobra relevancia
como una terapia que logra efectos beneficiosos al mejorar el ambiente osteogénico6-
119_

El logro de la regeneracion 6sea se centra en el papel principal de la vascularizacion,
con el fin de entregar suficientes nutrientes, factores de crecimiento, minerales y oxigeno
para la restauracion de tejidos!?, por lo que un ambiente osteogénico mejorado por la
terapia acelular propuesta, resulta importante para una regeneracion ésea rapida,

eficiente y de calidad.

Los resultados del examen imagenologico e histolégico se explican porgue los exosomas
pueden regular y guiar la diferenciacion de las MSC, por lo tanto, promover directamente
la regeneracion 6sea. Se ha verificado que la funcién osteodiferenciadora de estas
vesiculas extracelulares se efectla a través de la regulacion de la expresion del
miARN?'?1, Especificamente, se demuestra que let-7 (precursor de miARN) regula
positivamente la osteogénesis y formaciéon de hueso nuevo'?? y el miR-199b (miARN)
controla la diferenciacion de MSC en osteoblastos y osteocitos!?!.

Los resultados obtenidos en la inmunohistoquimica se fundamentan en que los
exosomas pueden estimular las actividades de las células endoteliales, incluida la

proliferaciéon, migracién y formacién de vasos sanguineos?°.

En varios estudios se evidencia que hay una asociacion entre las técnicas y dosis de
materiales favorecedores de la regeneracion Osea, los resultados muestran que la
administracién de exosomas derivados de células madre mesenquimales promueve la
curacion 6sea y la neovascularizacién observando una relacion dosis-efecto!18119.123,

La utilizacion directa de exosomas aislados presenta una mejor biodisponibilidad de

moléculas actuando desde el comienzo!!, mientras que las técnicas con MSC logran
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efectos en un momento mas avanzado de la regeneracion dsea ya que, existen factores

intermediarios que regulan los efectos pro regenerativos y/o inmunomoduladores*©.

Comparacion de los resultados por semejanza o diferencia

En una revision sistematica comparable a nuestro estudio, se observa con exosomas el
mismo efecto de aumento en los pardmetros macroestructurales 6seos como la BV/TV,
Tb.Thy Tb.N y una disminucién de la Th.Sp*?4.

Otro estudio sistematico que evalla el impacto de la administracion de exosomas en
defectos 6seos y periodontales experimentales, al igual que esta investigacion,
demuestra curacion 6sea después de la administracion de exosomas como el resultado
primariol?3,

Nuestra investigacion busca analizar el uso de los exosomas en la regeneracion 6sea de
manera aislada y directa a diferencia de otros, en donde se realizan inferencias respecto
a la accioén de estas vesiculas pero utilizando células madre o medios condicionados de

estas18125,

Implicancias

El obtener una mejor comprensioén del mecanismo de accion de estas nanoparticulas
sobre la regeneracibn Osea en el territorio craneomaxilofacial, permite a los
investigadores acceder a una planificacion de nuevos estudios con el objetivo final de
aplicar en humanos esta propuesta de terapia 6sea regenerativa.

Los exosomas obtenidos de células madre, tienen un potencial de aplicacion practica en
humanos y/o animales de mayor tamafio en el territorio craneomaxilofacial para la
reparacion de defectos 6seos, disminucion de la reabsorcion del hueso alveolar ante la
enfermedad periodontal, terapia de osteoartritis en ATM y osteonecrosis asociada a
bifosfonatos.

Limitaciones

Una de las limitaciones de esta revision sistematica es la existencia de sesgos

relacionados con el escaso numero de estudios publicados.
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La metodologia indica que las investigaciones se han centrado mayoritariamente en
animales. Si bien, los procesos fisioldgicos son similares en humanos no es extrapolable
a estos ni permiten representatividad de la poblacion.

La metodologia utilizada en los diferentes estudios, si bien permite replicar cada estudio
en si, impide un analisis comparativo exhaustivo entre ellos. Sin embargo, se puede
establecer una relacién en cuanto a los resultados favorables con respecto al uso de

exosomas Y la eficacia terapéutica en cada estudio por separado.
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RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS

Resulta fundamental establecer una linea metodologica clara para la investigacion con
exosomas, unificando criterios para realizar estudios comparables entre si, replicando la
metodologia en modelos animales mas grandes para facilitar la traslacionalidad clinica 'y

posteriormente proyectar las investigaciones al estudio clinico en humanos.

Se proponen tres lineas investigativas que son fundamentales:
« Determinar la dosis minima efectiva para estudios in vivo.
o Realizar estudios comparativos entre el uso de exosomas y MSC siguiendo
protocolos optimizados.
e Evaluar la real necesidad de utilizar andamiaje para obtener los resultados

esperados, considerando asi el costo-beneficio del tratamiento.

Si bien, esta busqueda podria ampliarse hacia medios condicionados con exosomas,
debido a que en la literatura cientifica actual se pueden encontrar resultados en humanos
gue abarquen estos términos, aun asi, en esos casos resulta complejo conocer los
factores individuales importantes e indispensables que confirmen que son los exosomas
y no otros los que pueden actuar de manera beneficiosa como complemento en la

regeneracion 6sea maxilofacial'®.
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CONCLUSIONES

o Se pudo observar distintos origenes de los exosomas, siendo mas estudiados los
de células madre mesenquimales de médula 6sea y de pulpa dental.

« Respecto a la utilizacion de materiales complementarios, no estad clara la
preferencia de uso o no uso, debido a que un nimero levemente superior de los
estudios utilizaba andamiaje (4) mientras que el resto no (3).

« En cuanto a la aplicacion de las vesiculas extracelulares, esta fue en diferentes
zonas del territorio craneomaxilofacial de ratas, para reparacion de defectos 6seos

calvariales, mandibular y periodontal, terapia de osteoartritis de ATM y BRONJ.

Se concluye que el uso de exosomas aislados para la regeneracion 6sea ha tenido un
efecto positivo y favorable en las distintas terapéuticas empleadas al utilizarse
directamente en el sitio de estudio, al promocionar la mineralizacion temprana,
mejorando el ambiente osteogénico, facilitando la migracion celular endégena y

angiogénesis y disminuyendo la reabsorcion de hueso.

La administracion de exosomas parece promover significativamente la regeneracién
0sea. Sin embargo, hasta ahora solo se ha realizado un niamero limitado de estudios,
siendo necesario evaluar los protocolos optimizados en este contexto para poder realizar
estudios clinicos aleatorizados en humanos, comprobando su seguridad y eficacia para

determinar realmente el potencial de uso en a nivel craneomaxilofacial en personas.
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ANEXO 1: Detalle del registro realizado con pauta ARRIVE para obtener los calculos

porcentuales al evaluar calidad de cada uno de los estudios incluidos.







