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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los defectos de la cavidad oral, ya sean de tipo congénito, traumatico o tumoral, requieren para
su reparacion gran variedad de técnicas de complejidad variable. Las més utilizadas son la
cicatrizacion-granulacion por segunda intencion (Clark R 2000), los injertos o colgajos cutaneos
de espesor parcial o total (Petruzzelli GJ 1992; Urken ML 1995; Butler CE 2001), el implante de
materiales biocompatibles (Paolantonio, Dolci et al. 2002), el trasplante heterdlogo e incluso las
técnicas de reconstruccion microquirdrgicas (Rosenthal, Carroll et al. 2004). Sin embargo,
ningun procedimiento de los mencionados esta libre de morbilidad y complicaciones a nivel

local y general (Shah JP 2004).

En el tratamiento quirdrgico de la fisura palatina se han utilizado, tradicionalmente, colgajos de
fibromucosa palatina y mucosa nasal, y a veces, de vomer, que se suturan en linea media para
separar la cavidad oral de la nasal, sin interposicion de hueso. Tipicamente, estos tejidos son
obtenidos a partir de la fiboromucosa palatina que recubre el hueso palatino remanente
lateralmente a la fisura, lo cual obliga a denudar este hueso, con las complicaciones que ello
conlleva. Entre otras, la denudacion y/o la cicatrizacién de las zonas donantes de estos tejidos
puede generar retracciones que afecten el crecimiento del maxilar, pudiendo llegar a grados

importantes de hipoplasia maxilar.

Aunque estas técnicas de estafilorrafia son ampliamente utilizadas, la ausencia de un tejido
duro a este nivel puede ser el responsable de los resultados sub-6ptimos que encontramos en
algunos pacientes. Ademas, la obtencion de colgajos locales no siempre es posible,
especialmente en casos con fisuras de gran tamafio y gran separacion entre los bordes
palatinos, lo cual obliga a buscar fuentes alternativas de tejido para la reparacion de la fisura

palatina.
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En conjunto, las complicaciones de la técnica de estafilorrafia no parecen depender del grosor
del colgajo o de las técnicas utilizadas, y hacen necesarias actuaciones posteriores a nivel
ortodoncico y ortognatico, aumentando asi el coste econdémico, psicologico y social. En
ocasiones, especialmente cuando existe afectacién a nivel alveolar, se realiza injerto 6seo
autologo (cadera, calota, tibia, etc) o de banco, mejorando significativamente los resultados
clinicos y funcionales de los pacientes con fisura palatina (Torikai, Hirakawa et al. 2009; Cho-
Lee, Garcia-Diez et al. 2013; Hara, Mitsugi et al. 2013). Sin embargo, en estos casos pueden
aparecer problemas locales en la zona de extraccion, tales como dolor, complicaciones
infecciosas o de cicatrizacién. (Pigott, Albery et al. 2002; lto, Noguchi et al. 2006; Meara,
Livingston et al. 2011). Para evitar todo ello, se ha recurrido a diversas técnicas para cubrir las
zonas cruentas de distintos materiales, tanto de forma experimental como en pacientes, con

resultados diversos. (Fujioka and Fujii 1997; Gupta, Panetta et al. 2009)

A pesar de la gran variedad de opciones terapéuticas disponibles para el tratamiento de la
patologia del paladar, existe la necesidad de encontrar sustitutos anatdmicos y funcionales
similares al tejido a reemplazar. Por ello, los avances actuales en medicina, investigacion y
biotecnologia, han abierto la puerta a la utilizaciéon de tejidos elaborados mediante Ingenieria
Tisular, reduciéndose asi la morbilidad surgida en los diversos tratamientos para dicha

patologia.

En la actualidad, son escasos los laboratorios que trabajan en la fabricacion de sustitutos de
mucosa palatina y tejido 6seo mediante Ingenieria tisular, aunque existen grandes avances en
el cultivo y la fabricacion de cérnea, piel, mucosa oral y cartilago humano (Moreau, Caccamese
et al. 2007; Behnia H 2009). Algunos investigadores han conseguido cultivar extensiones
importantes de tejido humano a partir de pequefias biopsias de mucosa oral autéloga, exentas
de morbilidad asociada, utilizando estos tejidos para la reparacion de lesiones de la propia
mucosa oral o incluso de 6rganos distintos como pueden ser la cérnea (Inatomi, Nakamura et

al. 2006) o la uretra (Lauer, Schimming et al. 2001). Son limitados los estudios experimentales
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relacionados con la generacion de mucosa oral en laboratorio para el tratamiento de defectos
del paladar son muy escasos, aunque los autores sugieren que estos tejidos podrian mejorar la
cicatrizacion, evitando las retracciones y alteraciones en el crecimiento del maxilar en animales
de experimentacion (Fujioka and Fujii 1997; Jansen, Kuijpers-Jagtman et al. 2008; Ophof R
2008). En la mayoria de estos estudios, los autores refieren dificultades relacionadas con la
supervivencia in vitro del epitelio de la mucosa oral, cuyo cultivo es muy delicado, y con la
supervivencia in vivo de los injertos una vez implantados en los animales de experimentacién.
(Owens K W 2001; Ophof, Maltha et al. 2004; Ophof R 2008) Por todo ello, es necesario
desarrollar métodos y técnicas que permitan mejorar la supervivencia de las células de la
mucosa oral generada en laboratorio a partir de cultivos celulares, asi como desarrollar
biomateriales plenamente biocompatibles para desarrollar asi nuevas alternativas terapéuticas

para el tratamiento de estos pacientes.

En este contexto, recientes estudios han logrado desarrollar sustitutos viables de hueso
mediante ingenieria tisular (De Scott TG 2013), incluyendo un modelo de hueso generado por
nuestro grupo de investigacion a partir de biomateriales de fibrina-agarosa y células madre
mesenquimales del tejido adiposo (Nieto Aguilar R 2011) Sin embargo, la utilidad in vivo de
estos sustitutos aln no ha sido determinada en modelos de fisura palatina experimental.
Aunque diversos modelos de tejidos han sido elaborados mediante técnicas de bioingenieria,
aln es necesario determinar la utilidad de estos modelos para la prevencidn y/o tratamiento de
los efectos secundarios asociados a la estafilorrafia tradicional (Moreau, Caccamese et al.
2007; Panetta NJ 2008; Behnia H 2009; van Hout WM 2011; Behnia H 2012; Moharamzadeh K

2012; Pradel W 2012; Pourebrahim N 2013)

En el presente apartado introductorio de esta Tesis Doctoral se realizara, en primer lugar, una
puesta al dia relacionada con la anatomia y la histologia del paladar humano y los tratamientos
quirdrgicos mas utilizados en la actualidad para la reparacion de la fisura palatina. En segundo
lugar, se introducirdn conceptos fundamentales relacionados con la ingenieria de tejidos y se
planteard la utilidad de la ingenieria tisular en este campo, estableciéndose el fundamento

necesario para la elaboracion de la mucosa oral artificial destinada a una posible aplicacion
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terapéutica. En posteriores apartados de la presente Tesis Doctoral se plantearan los objetivos
relacionados con la elaboracién y evaluacién de nuevos sustitutos de tejido palatino, se
expondran los principales métodos y técnicas experimentales utilizados para dar respuesta a
estos objetivos y se presentaran los principales resultados obtenidos durante la fase
experimental, los cuales seran discutidos en el apartado dedicado a la discusion. Finalmente,
se elaboraran las conclusiones de la presente Tesis Doctoral para dar respuesta a los objetivos

inicialmente planteados.
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2. FISURA PALATINA

La fisura palatina o labiopalatina es la malformacién congénita mas frecuente del macizo
craneofacial en la infancia, llegando a afectar aproximadamente a 1-2 de cada 1000 recién
nacidos vivos (Figura 1). Dicha incidencia varia en funcion del sexo y la raza, predominando el
sexo masculino en los casos de asociacion de fisura de labio y paladar, y el sexo femenino en
los casos de fisura palatina aislada. Existe también heterogeneicidad racial en dicha incidencia,
siendo en orden descendente mayor en orientales, después en caucasicos y finalmente en la
raza negra. No existiendo dicha variacion interracial en los casos en los que la anomalia se

circunscribe tan solo al paladar.

Podemos encontrar distintos grados de severidad dentro de los pacientes con dicha
malformacion, asi aproximadamente la mitad presenta una fisura de labio y paladar (46%), un
33% presentan afectacion palatina aislada y en un 21% la afectacién se encuentra tan sélo en
el labio. Clinicamente, puede presentarse de manera aislada (80%), o englobarse dentro de
sindromes con otras anomalias sistémicas (20%) (Tabla 1). Actualmente, se reconocen mas de
300 sindromes en los que se haya incluida esta malformacién. (LaRossa 2000) Su reparacion
es quirargica y se realiza durante la infancia, siendo llevada a cabo en la actualidad mediante

unidades multidisciplinares.

Figura 1. Fisura Labiopalatina completa
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Tabla 1. SINDROMES QUE ASOCIAN ANOMALIAS LABIOPALATINAS

. de Pierre Robin S. cromosémicos: S. de Down, S. de
S. de Cornelia de Lange Turner...
S. de Treacher Collins S. Fascio-oro-digital
S. de Goldenhar Enanismo diastréfico
S. de Rubinstein Taybi Holoprosencefalia
S. de Van der Woude etc.

A. EMBRIOLOGIA Y ANATOMIA DEL PALADAR

Los tejidos faciales, incluidos el labio y el paladar, derivan de células de la cresta neural. La
formacién de la cara transcurre durante los primeros 3 meses de vida intrauterina y los
primeros centros de desarrollo aparecen alrededor de la 32 semana de gestacion. Asi, las
distintas estructuras de la cara se formaran a partir de 5 primordios embrionarios: la

prominencia frontonasal, 2 procesos maxilares y 2 procesos mandibulares (Figura 2).

El paladar se forma en 2 fases:

e Paladar primario: de él derivan el labio superior, la columela nasal, el alvéolo maxilar y
el paladar 6seo anterior hasta el foramen incisivo. Este desarrollo se produce entre la
42y |la 82 semana.

e Paladar secundario: del que derivan el paladar éseo posterior hasta el foramen y el

paladar blando. Se desarrollan entre la 82 y al 122 semana.

La fisura palatina se produce porque existe una falta de acercamiento y fusion entre si de los
procesos palatinos laterales, con el tabique nasal, con el borde posterior del proceso palatino

medial, o con ambos. La hendidura puede afectar sélo la Uvula, extenderse a través de las
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regiones palatinas blanda y dura, y los casos graves se acompafan de labio fisurado (Figura

3).

— Estomodeo

Yy F

. Mandibu loe

Figura 2. Imagen tridimensional de la formacion del macizo facial. Fusion de los procesos nasal y maxilar.

(Sorolla 2010)

——— Proceso frontonasal —

Cavidad nasal
— ——— Proceso maxdar
T Estomodao ——
™~ Proceso mandibular — " J
T Arco hioideo —

4 semanas 5 semanas

e Proceso nasal lateral
i
o __— Fisura Oronasal
N

Pr nasales med:
fusionados
Surco nasolagrimal
~—— Proceso maxilar ———
Proceso mandibular —
Hendidura hvomandibular
—— Tubérculo auricular — 1

6 semanas 7 semanas

I Froceso frontonasal
BN Proceso maxiar
Proceso mandibular
PN Segundo arco
Figura 3. Esquema de formacion del macizo facial a partir de los diferentes procesos.

(Meruane M 2012)
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En la bdveda palatina se pueden distinguir dos partes: una anterior o paladar duro, y una
posterior o paladar blando. En el paladar duro se encuentra el foramen incisivo, por el que
pasan el nervio y la arteria esfenopalatina. Bajo su mucosa, a la altura del segundo molar, se
encuentra el orificio palatino mayor, de donde emergen los vasos y el nervio palatino mayor. El
borde posterior del paladar duro se contintia con el paladar blando, que es un tabique musculo-
membranoso que prolonga la béveda palatina hacia atras y abajo, y separa la nasofaringe de la
orofaringe. El borde posterior del paladar blando presenta en su parte media una prolongacién,
la Gvula, y a cada lado, dos repliegues curvilineos, los pilares anteriores y posteriores del velo

del paladar, que limitan la fosa amigdalina (Figura 4).

Papila incisiva
Fosa incisiva

Pliegues palatinos

transversos Arteria y nervio palatinos mavores

Rafe palatino Agujero palatino mayor

Apéfisis palatina Agujero palatino menor

del maxilar
Arteria y nervios palatinos

Glandulas palatinas menaores

Tendon del misculo tensor

el
Lamina horizontal del velo del paladar

del hueso palatino ) :
Gancho de la pterigoides

Aponeurosis
palatina (del
musculo tensor
del velo del
paladar)

Fibras interdigitantes del
miusculo elevador del velo
del paladar

Musculo buccinador
Masculo de la avula Rafe pterigomandibular

Masculo constrictor
superior de la faringe

Glandulas salivares
menores molares

Miusculo

et Muasculo palatogloso
palatofaringeo

Amigdala palatina

Figura 4. Anatomia del paladar.

(http://anatomia-es-posible.webnode.es/parte-2-de-la-anatomia-/laminas/croquis-guia/)
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El paladar supone una barrera entre las cavidades oral y nasal. Se encuentra cubierto de
mucoperiostio y existe un limite claro entre la mucosa del paladar duro y la de los procesos
alveolares. El paladar blando es movil y funciona como una valvula que separa la nariz de la
boca durante la deglucion y el lenguaje. Su funcién depende de los musculos elevadores del
velo del paladar, los cuales elevan el paladar blando y lo dirigen hacia la zona mas posterior,
ademas de ser responsables del movimiento medial de las paredes laterales de la faringe. El
musculo constrictor superior de la faringe y el misculo de la Uvula, asisten estos movimientos,
incrementando el contacto de la superficie nasal del paladar blando a medida que se dirige
hacia la zona posterior. Sin esta accién, el sonido se escapa a través de la nariz y el habla se
nasaliza. Esta pronunciacion hipernasal es caracteristica de los pacientes con fisura palatina, y
a menudo continlia en pacientes que ya han sido sometidos a tratamiento reparador. (Oldham

2005)

B. ESTRUCTURA HISTOLOGICA Y FUNCION DEL PALADAR

La cavidad oral esta tapizada por una membrana mucosa humeda que forma una barrera
estructural entre el cuerpo y el medio externo denominada mucosa oral. Esta humedad es
aportada por la secrecion salivar, que es necesaria para evitar la aparicion de alteraciones en

su estructura y funcionamiento.

La mucosa oral esta integrada por dos capas de tejidos estructural y embriol6égicamente

diferentes:

e Tejido epitelial, de origen ectodérmico.
e Tejido conectivo, de origen mesenquimatoso (también llamado lamina propia, corion

0 estroma).
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Las dos capas estan conectadas por una membrana basal, en una relaciéon ondulada. Esto es
debido a que el tejido conectivo emite prolongaciones hacia el epitelio, invaginaciones
denominadas papilas coriales, mientras que el epitelio emite proyecciones hacia la lamina
propia, evaginaciones que reciben el nombre de crestas epiteliales. Esta disposicion en papilas
y crestas facilita la nutricién del epitelio avascular a partir del tejido conectivo que es de

caracter vascular (Figura 5).

Tejido
Epitelial
Desmosomas
Membrana
Basal Tejido
Conectivo

Hemidesmosomas Crestas
Epiteliales

Figura 5. Mucosa Oral Humana (Técnica Hematoxilina-Eosina).

El 90% de la poblacién celular total del epitelio de la mucosa oral lo constituyen los
queratinocitos. Estos se distribuyen por estratos dependiendo del estado madurativo en el
gue se encuentren (basal, espinoso, granuloso, licido y cérneo), cada uno con unas
caracteristicas determinadas (Figura 6). Ademas, en dicho epitelio también podemos encontrar
otras poblaciones celulares tales como melanocitos, células de Merkel, células de Langerhans,

y células del sistema linfohistiocitario. (Ferraris ME 2002)
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Estrato corneo

Estrato Granuloso

Estrato Espinoso

Estrato Basal

Ldmina Basal ot

y reticulares

Tejido Conectivo

Figura 6. Esquema con la diferenciacion celular en un epitelio plano estratificado queratinizado.

(Ferraris ME 2002)

De profundidad a superficie los estratos del epitelio que podemos encontrar son:

v/ Estrato basal o germinativo: Capa unicelular situada sobre la lamina basal que

contiene células madre pequefas y clbicas con escaso citoplasma, situdndose
asi los ndcleos muy cercanos. Las células madre daran lugar a los
gueratinocitos maduros que van migrando hacia los estratos mas superficiales

segun van diferenciandose.

v'  Estrato _espinoso: Formado por varias capas celulares. Sus células son de

mayor tamafio que las del estrato previo, y con mdultiples proyecciones

citoplasmaticas o “espinas”, de ahi su nombre.
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v/ Estrato _granuloso: Sus células contienen abundantes granulos de

gueratohialina de naturaleza basdfila en su citoplasma que se tifien

intensamente.

v/ Estrato ldcido: Formado por células eosindfilas en avanzado estado de
queratinizacién. A medida que aumenta la queratina en las células, el nicleo y

las organelas desaparecen.

v' Estrato coérneo: En él se encuentran las células mas diferenciadas. Son células
cornificadas, con la membrana basal engrosada, con el nucleo y las organelas

desintegradas y ocupadas casi en su totalidad por filamentos de queratina.

En profundidad tras el epitelio, encontramos la membrana basal que separa el epitelio y el
corion. Esta membrana se divide en 2 regiones si la observamos con microscopia electronica:
la lamina basal y la lamina reticular, sintetizada por las células del epitelio o por las del tejido

conectivo subyacente respectivamente.

La membrana basal posee varias funciones: es una estructura de fijacion entre epitelio y tejido
conectivo, es un filtro fisico y quimico (formado por la malla de colageno tipo 1V), actuando

como una barrera defensiva y sirve de guia en el proceso de reepitelizacién de las heridas.

Tras la membrana basal encontramos la lamina propia o corion, que es una lamina de tejido
conectivo de espesor variable que confiere sostén y nutricién del epitelio. El tejido conectivo
puede ser laxo, denso o semidenso segun la regién, al igual que la distribucion de células,
fibras y sustancia fundamental de acuerdo a la region de la cavidad oral que se considere.
Entre las células que podemos encontrar en esta capa destacan los fibroblastos. Existe una
relacién muy estrecha entre el fibroblasto y el queratinocito de la poblacion epitelial superior, ya

gue la secrecion de interleuquina 1 del queratinocito activado promueve a la proliferacion y
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actividad del fibroblasto, encargado de la secrecion de prostaglandinas que estimulan la

proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos.

Ademas, la matriz extracelular de esta zona es muy rica en fibras de colageno, elasticas y
reticulares, y todas ellas evitan la deformacién de este epitelio que se encuentra sometido de
forma continuada diversas agresiones externas. También a este nivel, existe una rica
inervacién con terminaciones nerviosas sensoriales que recogen informaciéon sobre la

percepcion de dolor, temperatura, tacto y presion.

Finalmente, en la zona mas profunda, encontramos la submucosa que esta formada por tejido
conectivo laxo, y es mas gruesa en las zonas sometidas a mayor estrés. En ella podemos

encontrar glandulas salivares, vasos, nervios y tejido adiposo.

La mucosa oral no es uniforme, por lo que teniendo en cuenta tanto su estructura como su
ubicacion, en la cavidad bucal podemos encontrar distintos tipos de mucosa. Asi, la mucosa
oral puede clasificarse desde un punto de vista histolégico o desde un punto de vista

topogréfico, como mostraremos a continuacion.

L Clasificacion Histolégica

Desde el punto de vista histolégico podemos encontrar tres tipos fundamentales de epitelio

dependiendo del grado de queratinizacién de los queratinocitos (Figura 7):

A. Epitelio plano estratificado ortoqueratinizado
B. Epitelio plano estratificado paraqueratinizado

C. Epitelio plano estratificado no queratinizado

A. Epitelio plano estratificado ortoqueratinizado

En este epitelio encontramos todas las capas: basal, espinosa, granulosa y cornea.
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Estrato cdrmeo

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estratc basal

__—Tejido conectivo

Estrato «corneos
© paraquetinizado

Estrato granuloso
Estrato espinoso

Estrato basa

- _.—Tejido conectivo

< J Estrato superfical

Estrato intermedio

-

Estrato basa

—Tejido conectivo

Figura 7. Esquemas con los diferentes tipos de epitelios estratificados planos. A. queratinizado. B.

paraqueratinizados. C. no queratinizado. (Ferraris ME 2002)

B. Epitelio plano estratificado paraqueratinizado

Este tipo de epitelio presenta caracteristicas similares al queratinizado a nivel de los estratos
basal, espinoso y granuloso, aunque este Ultimo presenta granulos poco desarrollados. Las
diferencias fundamentales estan en los elementos celulares del estrato cérneo, pues en este
tipo de epitelio, las células de este estrato conservan sus nucleos y algunas organelas, lo cual
indica un metabolismo celular escaso. El epitelio estratificado paraqueratinizado presenta gran

cantidad de tonofilamentos.

24



EVALUACION DE SUSTITUTOS PALATINOS NANOESTRUCTURADOS GENERADOS MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR PARA SU UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

C. Epitelio plano estratificado no queratinizado

Se diferencia del epitelio queratinizado principalmente porque no existe una capa cornea
superficial, careciendo también de estrato granuloso, aunque se pueden formar granulos
incompletos. Por tanto, podemos encontrar tres capas en el epitelio no queratinizado:
- capa basal: Esta capa es similar a la descrita anteriormente.
- capa intermedia: Presenta células poliédricas, asociadas mediante desmosomas e
interdigitaciones, con nilcleo redondo de cromatina laxa y citoplasma basofilo, con
abundante cantidad de glucogeno.

- capa superficial: Son células aplanadas y nucleadas, de aspecto normal.

IL. Clasificaciéon Topogrdfica

Teniendo en cuenta que la estructura morfoldgica de la mucosa oral varia por la adaptacion
funcional en las diferentes regiones de la cavidad oral, podemos clasificarla en tres tipos

principales:

A. Mucosa de revestimiento.
B. Mucosa masticatoria.

C. Mucosa especializada.

La mucosa de revestimiento cumple funcién de proteccion, y estd formada por un epitelio
plano estratificado no queratinizado, con un tejido conectivo laxo con fibras elasticas y una
submucosa bien definida con glandulas salivares menores. Es muy flexible y se adapta a la
contraccion y la relajacion. El nUmero de capas del epitelio es mayor que el de la mucosa
masticatoria, siendo escasas las crestas epiteliales y las papilas del tejido conectivo. Este tipo
de mucosa es la que encontramos en mejillas, labios, cara inferior del labio, paladar blando,

cara ventral de lengua y suelo de la boca.
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La mucosa masticatoria estd sometida a fuerzas intensas de friccidn y presion originadas en
el impacto masticatorio. Suele estar fijada al hueso y no experimenta estiramiento. Este tipo de
mucosa es tipico de la encia y el paladar duro. Esta formada por un epitelio plano estratificado
gue puede ser ortoqueratinizado o paraqueratinizado, y una lamina propia gruesa con densos
haces de fibras colagenas, careciendo de fibras elasticas, ya que esta mucosa recubre solo
zonas inmoéviles. Carece de submucosa en la encia, pero esta presente en la parte lateral del

paladar duro, donde se encuentra tejido adiposo y glandular.

La mucosa especializada podemos encontrarla en la cara dorsal de la lengua, y recibe este

nombre porque aloja botones gustativos intraepiteliales.

I11. Importancia de las Citoqueratinas en la diferenciacion epitelial de la

mucosa oral.

El epitelio de la mucosa oral humana cumple sus funciones a través de la expresion de una
serie de proteinas especializadas. Entre ellas destacan las citoqueratinas (Cks), proteinas de
filamento intermedio, tipicas de las células epiteliales que forman una compleja familia de 20
polipéptidos diferentes con un peso molecular aproximado de 40 a 68 kD (Franke WW 1981;

Moll, Franke et al. 1982; Eichner R 1984; Quinlan, Schiller et al. 1985).

Las citoqueratinas estan codificadas por una numerosa lista de genes expresados por los
diferentes tipos de epitelio. Como proteinas de filamento intermedio, las citoqueratinas tienen
funciones en el epitelio asociadas al citoesqueleto y a las uniones célula-célula. Por lo que, son
necesarias para el mantenimiento de la forma celular, integridad, morfologia y cohesion entre
las células epiteliales. Y por esta razén, se consideran excelentes marcadores de los diferentes

patrones de diferenciacion epitelial (Moll, Franke et al. 1982).
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Se han descrito alrededor de 20 citoqueratinas en los distintos tipos de epitelio. Y es la
expresion de diferentes grupos de citoqueratinas lo que da especificidad a cada tipo de epitelio
(Raul, Sawant et al. 2004). Los epitelios simples estan frecuentemente asociados a las
proteinas de bajo peso molecular, polipéptidos tipo |, y por otra parte, las proteinas de peso

molecular intermedio, citoqueratinas tipo Il, se asocian a epitelios estratificados.

Las citoqueratinas que tienden a expresar los distintos tipos de epitelio son:

v El epitelio simple tiende a expresar Cks 7, 8, 18 y 19.

v'  El epitelio estratificado no queratinizado expresa grandes cantidades de Cks 4 y 13 en
células de la capa suprabasal (Costea, Loro et al. 2003; Sanchez-Quevedo, Alaminos
et al. 2007) y Ck 5y 14 en las células de la capa basal.

v' El epitelio estratificado queratinizado expresa Ck 1 y 10, las cuales pueden ser

utilizadas como marcadores de cornificaciéon (van der Velden, Manni et al. 1999)

(Figura 8).

| ESTRATO CORNEO | C - ~ e )
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]

| ESTRATO GRANULOSO | T+ T 51% Ck1lycCk10
[ [ ] [ ] [ [ )
| | | ©

| ESTRATO ESPINOSO | ejojo |o Ck4yCk13

4 5 5 )

Ck5 y Ck 14

| MEMBRANA BASAL | | |

Figura 8. Distribucion de la expresion de proteinas de filamento intermedio (citoqueratinas) en los

diferentes estratos del tejido epitelial.
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C. TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

El tratamiento de esta patologia es complejo e integral, jugando un papel fundamental el
tratamiento quirdrgico. El tipo de reparacién y el momento en que se realice vendran
determinados inicialmente por las malformaciones acompafantes. Normalmente, el paladar
debe estar reparado antes del inicio del lenguaje, es decir, antes de los 18 meses de edad,
para conseguir unos resultados Optimos. La mayor parte de estudios coinciden que la
posibilidad de obtener un lenguaje adecuado en los pacientes con fisura palatina esta
relacionado con cirugias tempranas; y que el cierre tardio del paladar tiene efectos negativos
sobre la voz y el habla desarrollados por el paciente. (Bardach, Morris et al. 1984; Witzel,

Salyer et al. 1984; Rohrich, Rowsell et al. 1996; Chapman 2004)

A lo largo de la historia se han descrito multiples técnicas destinadas a la reparacién de la
fisura palatina. La realizacion de la cirugia en uno o dos tiempos va a depender de que la fisura
afecte so6lo al paladar blando o que se extienda por todo el paladar, y del grado de dehiscencia
entre los procesos laterales de la fisura. A veces, cuando la fisura es muy amplia, la mucosa de
los procesos laterales puede ser insuficiente para corregir el defecto, con lo que se hace

necesario recurrir a la utilizacién de otros tejidos, tales como injertos mucosos o de piel.

Cuando existe afectacion de todo el paladar la correccion en un tiempo puede dar lugar a un
pobre desarrollo del maxilar, destacando como causas relacionadas con su produccion: la
interrupcion del aporte vascular, la contractura que la cicatriz de las incisiones de descarga
generan, la incorporacion del periostio maxilar en los colgajos palatinos, la edad del paciente, y
la severidad de la fisura o factores genéticos, entre otros. La cirugia en dos tiempos, cerrando
en primer lugar el paladar blando, permite el cierre del paladar duro con disecciones menos
extensas del paladar Oseo, gracias a la aproximacién previa de los procesos palatinos,
limitando asi el dafio de los centros de crecimiento del maxilar. Normalmente, el segundo

tiempo operatorio sobre el paladar duro se realiza una vez que el maxilar ha completado la
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mayor parte de su desarrollo (5 a 7 afios) y suele ser utilizando un colgajo vomeriano. (Hotz

and Gnoinski 1979; Friede and Enemark 2001)

L Técnicas Quirurgicas

El principal objetivo del cierre de la fisura palatina es la movilizaciéon de los tejidos palatinos
hasta la aproximacion tisular sin 0 con minima tension. La palatoplastia se centra sobre todo en
tres técnicas quirdrgicas basicas, de las que han aparecido combinaciones y modificaciones,

pero que siguen siendo la base de la cirugia del cierre del paladar. (Lubker 1975)

Una de las primeras técnicas descritas fue la de Bernard Von Langenbeck en 1861. Dicho
autor describia el cierre de la fisura palatina levantando dos colgajos de mucoperiostio del
paladar duro. Se realiza una aproximacion de lado a lado de los margenes de la hendidura del
paladar duro y del blando, con separacién de las fibras del musculo elevador de su inserciéon
Osea, y con incisiones laterales de descarga. Presentando diferentes modificaciones segun el

grado de afectacion del paladar (Leon Perez J.A. 2009) (Figura 9y 10).

Figura 9. Técnica de Von Langenbeck (cierre simple) (McCarthy 1990; Mathes 2006)
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Figura 10. Técnica de Von Langenbeck para la fisura palatina completa: A. bilateral y B. unilateral.

(McCarthy 1990; Mathes 2006)

Puesto que esta intervencidn no proporciona longitud al paladar, en el dltimo siglo los esfuerzos
se han dirigido hacia técnicas que permitan alargar lo méximo posible el paladar para asi

prevenir el posible desarrollo de una insuficiencia velofaringea.

Uno de los procedimientos mas utilizados es la técnica de Veau-Wardill-Kilner. En 1932 Veau
publicé un trabajo utilizando dos tiempos para realizar la palatoplastia, en primer lugar realizaba
la reparacion de la fisura alveolar y del labio, y luego reparaba el paladar utilizando un colgajo
vomeriano. Por su parte, Wardill public6 de manera independiente lo que se denominé la
cirugia de retroposicion palatina en V-Y, mas agresiva que la de Veau. Y con posterioridad, en
1937, ambas técnicas se fusionaron, adaptando la técnica de Veau para el tratamiento del
segmento anterior de la fisura, resultando asi la conocida técnica de Veau-Wardill-Kilner
(Figura 11). Dentro de los aspectos técnicos de dicho procedimiento destacan la realizacion de
incisiones de descarga laterales, la existencia de colgajos bilaterales dependientes de la arteria
palatina mayor, el cierre del plano mucoso de manera separada, la realizacién de una fractura

en el hamulus (gancho de la apdfisis pterigoidea interna), el cierre del plano muscular y la
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elongacion de tipo V-Y en el paladar. Las principales deficiencias de esta técnica son la

presencia de areas cruentas laterales y la afectacion variable en el crecimiento del maxilar.

Figura 11. Técnica del triple colgajo de Veau-Wardill-Kilner. (McCarthy 1990; Mathes 2006)

La veloplastia intravelar es una técnica que fue descrita inicialmente en 1964 por Braithwaite
y por Otto Kriens en 1969 (Kriens 1969); en ella se realiza la reposiciéon del masculo elevador
del velo del paladar, lo cual constituye un avance en la reconstruccion del esfinter velofaringeo.
Esta técnica fue actualizada en 2003 por Sommerlad (Sommerlad 2003), que reconstruye el
plano muscular rotando al musculo elevador en conjunto con los musculos palatogloso y
palatofaringeo. Cutting describié dicha reconstruccién del plano muscular con la rotacién tan
s6lo del musculo elevador del paladar. Su técnica se basa en la desinsercion anterior del plano
muscular inicialmente, seguida de la tenotomia del tendon del masculo elevador del velo del
paladar y su tenopexia a la apofisis pterigoidea interna, para finalmente reconstruir el plano
muscular (Figura 12). La veloplastia intravelar ha permitido conseguir una incidencia de

insuficiencia velofaringea cercana al 5% con el tratamiento inicial de la fisura palatina.

Otra técnica conocida y con buenos resultados funcionales (incidencia de insuficiencia
velofaringea alrededor del 7%) es la técnica de Furlow (LaRossa, Jackson et al. 2004),
descrita en 1980. En ella se combina la realizacién de la reposicion del plano muscular, con
una correcta desinsercion y tenotomia del elevador, con la elongaciéon del paladar, realizando

una doble Z plastia inversa de oposicibn musculo-mucosa, que no incluye incisiones laterales
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de descarga. En dicha técnica se defiende que para obtener una correcta funcion del esfinter
velofaringeo es tan importante la reconstrucciéon del plano muscular como la elongacion del

paladar (Figura 13).

Tensor veli palatini
muscle

Hamular process

Levator veli palatini
muscle

Palatoglossus

Superior pharyngeal
constrictor muscle

Palatopharyngeus
muscle

Figura 12. Representacion esquematica de la posicién de los masculos en el paladar. (Sadove

2004)

Figura 13. Técnica de Furlow (Sadove 2004)
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La complicacion quirdrgica mas frecuente y comun en todas técnicas utilizadas para la
reparacion del paladar, es la aparicion de fistulas oronasales, que pueden aparecer en
cualquier punto a lo largo de la fisura original. Tienen una incidencia de hasta el 34% y
generalmente son debidas a suturas con tensién. El problema principal para su correccion
depende de su tamafio y viene determinado por la existencia de tejido cicatricial fibroso
circundante, de escasa distensibilidad, que hace necesaria a veces la utilizaciéon de injertos o

colgajos procedentes de otras zonas. (Oldham 2005)

3. INGENIERIA TISULAR

El término Ingenieria Tisular ha sido definido por la Nacional Science Foundation como “La
aplicacién de los principios y métodos de la ingenieria y las ciencias de la vida hacia el
entendimiento fundamental de la relaciéon entre estructura y funcién de tejidos normales y
patoldgicos para el desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la

actividad de los tejidos u 6rganos perdidos o danados”.

La Ingenieria Tisular es una de las areas de la biotecnologia que mas se ha desarrollado en los
ultimos afios, debido a su capacidad para la fabricacion in vitro de tejidos y 6rganos para su
implante posterior en pacientes necesitados de estos tejidos. Su capacidad para regenerar
tejidos del propio paciente a partir de células extraidas del mismo, confiere a esta disciplina una

gran potencialidad dentro del campo de la medicina regenerativa.

33



EVALUACION DE SUSTITUTOS PALATINOS NANOESTRUCTURADOS GENERADOS MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR PARA SU UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

Para generar estos nuevos tejidos la Ingenieria Tisular emplea tres herramientas basicas:
células con capacidad de replicacién (células madre o troncales), matrices extracelulares
y factores de crecimiento. Las células sintetizan proteinas necesarias para el desarrollo de la
matriz extracelular, mientras que ésta proporciona un ambiente adecuado para la proliferacion
de las células. Por su parte, los factores de crecimiento facilitan y promueven la regeneracion

del nuevo tejido.

A. CELULAS MADRE O TRONCALES

Las células madre o troncales se definen como aquellas células con gran capacidad para
dividirse y diferenciarse en distintas lineas celulares mas especializadas, no soélo

morfolégicamente sino también a nivel funcional. (Smith 2006)

La fuente a partir de la cual se obtienen las células tiene una gran influencia en el éxito del
tejido a reparar. La utilizacion de células autélogas es la mas apropiada para llevar a cabo los

protocolos de la Ingenieria Tisular.

Las células madre o troncales se pueden clasificar principalmente segin dos criterios: la

potencialidad y el origen. (Montalvo 2008)

L Segtn la Potencialidad

La potencialidad se define como la capacidad para diferenciarse en distintos tipos celulares
(Figura 14). Tradicionalmente, las células madre humanas se han clasificado como
totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales o unipotenciales, segin se describe a

continuacion:
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o Totipotenciales: Son células capaces de diferenciarse tanto en tejido embrionario (por
ejemplo: tejido nervioso, musculo, etc.) como en tejido extraembrionario (placenta y
anejos placentarios). Solamente constituirian células madre totipotenciales los estadios

iniciales del desarrollo (zigoto, blastdmeras y células de la mérula).

o Pluripotenciales: Son aquellas que tienen la capacidad de diferenciarse en cualquiera
de los tejidos existentes en un organismo adulto, y por tanto, a tejidos procedentes de
cualquiera de las tres capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo)
incluyendo las células germinales. Las células pluripotenciales son las del polo superior

del blastocisto (Figura 15).

o Multipotenciales: Son las capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares, pero
siempre restringiendo su potencialidad a tejidos derivados de una misma capa
embrionaria, es decir, tejidos derivados del ectodermo, mesodermo o endodermo. En el
organismo adulto y en el feto existen numerosos tipos de células multipotenciales,
destacando, por ejemplo, las células de la médula ésea, que pueden diferenciarse a

eritrocitos, leucocitos o plaquetas.

o Unipotenciales: Son células que tienen capacidad para formar un dnico linaje celular.
Por ejemplo, células troncales queratinociticas de la capa basal del epitelio de la

mucosa oral.

Hoy en dia, sin embargo, sabemos que esta clasificacion es muy flexible, existiendo la
posibilidad de que una célula de tipo unipotencial adquiera capacidad multipotencial o
pluripotencial bajo determinadas circunstancias. Conceptos como el de transdiferenciacion, que

se tratara mas adelante, contribuyen a replantear este tipo de clasificaciones.
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Figura 14. Esquema de la clasificacion de las células madre segun su potencialidad.

(http://lascelulasmadre.es/tipos)
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Figura 15. Células madre pluripotenciales (http:/lascelulasmadre.es/pluripotentes)
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I Segiin el Origen

El origen esta en relacion con el momento del desarrollo del cual han surgido, segun esto las

células madre clasicamente se han dividido en:

o Embrionarias: Células que existen Gnicamente durante el periodo embrionario (Figura
16). Se pueden obtener a partir de la masa de células interna del blastocisto en el
estadio de embrién preimplantatorio, (Evans and Kaufman 1981; Martin 1981;
Thomson, ltskovitz-Eldor et al. 1998), o bien, de la cresta gonadal. (Matsui, Toksoz et
al. 1991; Resnick, Bixler et al. 1992; Shamblott, Axelman et al. 1998). Estas células
madre son pluripotenciales, por tanto, se pueden diferenciar en cualquier tejido del
organismo, incluyendo tejidos somaticos (corazon, higado, etc.) y células germinales

(ovocitos y espermatozoides). (Geijsen, Horoschak et al. 2004)

N
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DEL RATON IRRADIADO

NUEVAS CELULAS

\ DE ALIMENTADOR
B

CULTIVOS CELULARES
ESTABLECIDOS DE LA CELULA MADRE EMBRIONARIA

Figura 16. Células madre embrionarias. (http://lascelulasmadre.es/embrionarias)
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o Adultas: Células presentes en el adulto, el feto y el cordén umbilical, que tienen
capacidad proliferativa y potencial de diferenciacién menor que las células madre
embrionarias. Son células multipotenciales o unipotenciales, y se han podido identificar
en casi todos los tejidos del organismo. (Raff 2003) Dentro de las células troncales
adultas se incluye un grupo celular denominado células madre mesenquimales o
células progenitoras mesenquimales. Este tipo de células se encuentran repartidas en
el tejido conectivo de diversos 6rganos como la médula 6sea (Friedenstein,
Chailakhyan et al. 1974), la sangre periférica (Zvaifler, Marinova-Mutafchieva et al.
2000), el cordon umbilical (Troyer and Weiss 2008), el hueso trabecular (Noth, Osyczka
et al. 2002), el tejido adiposo (Pittenger, Mackay et al. 1999), el tejido sinovial (De Bari,
Dell'Accio et al. 2001), en los dientes deciduales (Miura, Gronthos et al. 2003), en el
musculo esquelético (Jankowski, Deasy et al. 2002) y en algunos tejidos del feto. (Hu,
Liao et al. 2003; in 't Anker, Noort et al. 2003) En las ultimas décadas, estas células han
sido estudiadas y utilizadas por la Ingenieria Tisular con resultados bastante exitosos
(Figura 17). En la presente Tesis Doctoral se utilizaran células madre mesenquimales
adultas obtenidas del tejido adiposo, a las cuales dedicaremos un apartado

independiente de esta Introduccion.
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Figura 17. Esquema de obtencion de células madre adultas a partir de la médula ésea.

(http://lascelulasmadre.es/medula-espinal)

38



EVALUACION DE SUSTITUTOS PALATINOS NANOESTRUCTURADOS GENERADOS MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR PARA SU UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

Recientemente, en relacion a las células madre o troncales, se ha demostrado la existencia de
células adultas maduras que tienen capacidad de diferenciarse a células de otro linaje sin que
tengan que revertir a célula madre o progenitora, a esta capacidad de transformacion se le ha

denominado transdiferenciacion celular. (Tsai R.Y. 2002; Thowfeequ, Myatt et al. 2007)

Este fendbmeno en las células puede deberse:

1) a una mutacion en la secuencia de nucleétidos del ADN.

2) a modificaciones epigenéticas, es decir, cambios que ocurren a nivel del genoma que
no se deben a modificaciones de la secuencia de nucleétidos, sino a modificaciones en el
patrén de expresidn génica por procesos de metilacion o acetilacién del ADN, modificacion

de histonas u otros procesos epigenéticos.

3) a otros factores ambientales que intervienen en los cambios que se producen en la

expresion génica.

Este concepto contrasta con el de diferenciacion, que engloba una serie de etapas
encaminadas a conseguir que una célula inmadura o indiferenciada modifique su fenotipo y
morfologia para llegar a ser una célula adulta madura (célula diferenciada), alcanzando asi una

estructura y funcion especializada. (Slack 2002)

En resumen, inducir la transdiferenciacion de células diferenciadas con un fin terapéutico,
podria contribuir a un importante avance de la ingenieria tisular y la medicina regenerativa,
disminuyendo los problemas éticos y oncoldgicos que derivan del uso de células madre

embrionarias y de la dificultad para obtener células troncales adultas en ciertos casos.
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B. MATRIZ EXTRACELULAR

La mayoria de los tejidos y 6rganos necesitan una estructura tridimensional en la cual estén
inmersas las células. En el caso de los tejidos artificiales generados en el laboratorio, esta
estructura tridimensional o de soporte se denomina matriz extracelular o “scaffold”. Su
funcion principal es similar a la de la matriz extracelular natural, es decir, facilitar y promover la
proliferacion, la diferenciacion y la biosintesis de las células inmersas en ella. En general, estas
matrices extracelulares utilizadas para la generacion de tejidos mediante Ingenieria Tisular van

a estar compuestas por diferentes tipos de biomateriales.

Los biomateriales utilizados deben cumplir unos requisitos basicos como son: ausencia de
toxicidad, biocompatibilidad, ausencia de potencial carcinogénico y tolerancia a la esterilizacién
previamente a su uso. Ademds, deben contar con propiedades mecénicas tales como la
permeabilidad, la estabilidad, la elasticidad, la flexibilidad y la plasticidad, para permitir la
fabricacion de formas diferentes, ya sean, laminas, geles, o estructuras tridimensionales solidas

(Yang S. 2001).

Ademas, estos biomateriales han de permitir la adhesion celular y la activacion de los
diferentes factores de crecimiento (Walgenbach, Voigt et al. 2001), y servir de vehiculo para
transportar las células utilizadas como fuente de obtencion al sitio del tejido afectado (O'Driscoll

1999). (Figura 18)
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Figura 18. Las matrices extracelulares artificiales desarrolladas a partir de materiales biocompatibles

permiten la adaptacion y proliferacién celular.

Los biomateriales utilizados en Ingenieria Tisular se pueden dividir en tres grupos:

v' Biolégicos o biogénicos
v' Sintéticos

v Semisintéticos

Los materiales bioldgicos incluyen matrices acelulares como: colageno, alginato,
glicosaminoglicanos y fibrina. (Bumgardner et al., 2003; Saadeh et al., 2001; Seol et al., 2004;
Solchaga et al., 2002; Trubiani et al., 2008). Los polimeros sintéticos incluyen &cido polilactico,
acido poliglicolico, polietilenglicol, y varios hidrogeles. (Behravesh et al., 1999; Ishaug et al.,
1997; Neuss et al., 2008). Y por ultimo, los materiales semisintéticos son una combinacion
entre ambos. En la presente Tesis Doctoral se utilizara un biomaterial altamente biocompatible
previamente desarrollado por el grupo de investigacion en Ingenieria Tisular del Departamento
de Histologia de la Universidad de Granada que demostr6 ser eficaz para la generacion de
distintos tipos de tejidos humanos y de animales de laboratorio (Garzon, Serrato et al. 2009;
Gonzalez-Andrades, Garzon et al. 2009; Carriel, Garzon et al. 2012; Carriel, Garrido-Gomez et
al. 2013; Garzon, Miyake et al. 2013). Ademas, la reciente aplicacion de técnicas fisico-
quimicas de compresion plastica a este tipo de biomaterial logré6 generar matrices de fibrina-

agarosa nanoestructuradas de adecuadas propiedades biomecénicas (lonescu, Alaminos et al.
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2011; Scionti 2014; Scionti, Moral et al. 2014; Carriel, Scionti et al. 2015) que podrian ser de
gran utilidad en la sustitucion in vivo de tejidos sometidos a gran carga biomecanica como es el

paladar.

C. FACTORES DE CRECIMIENTO

Una gran variedad de proteinas juegan un papel importante en la proliferacion y diferenciacion
de las células. Dichas proteinas son secretadas de forma endégena por las células o bien, son
el resultado de sefiales paracrinas con células vecinas. A estas proteinas son lo que llamamos

factores de crecimiento.

Los factores de crecimiento frecuentemente usados en Ingenieria Tisular son,
fundamentalmente, la proteina morfogenética osea (BMP), el factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF 6 FGF-2), el factor de crecimiento vascular epitelial y el factor de crecimiento

transformante-b (TGF-b) (Knight MA 2004; Lavik E 2004) (Figura 18).

Por otra parte, la adicidn de los factores de crecimiento adecuados a las células y a la matriz
extracelular artificial, promueve la regeneracion de los tejidos en comparaciéon con aquéllos en

los que no existen estos factores de crecimiento. (Knight MA 2004; Lavik E 2004)
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4. CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS
DEL TEJIDO ADIPOSO

Una de las fuentes de células madre adultas mas importantes para la generacion de tejidos
artificiales mediante ingenieria tisular es el tejido adiposo humano, el cual contiene un gran
namero de células madre mesenquimales del tejido adiposo (ADSCs). (De Ugarte DA 2003;

Mitchell JB 2003; Schaffler A 2007)

La existencia de células madre en el tejido adiposo subcutaneo con elevado potencial para
diferenciarse en células de cartilago, hueso, masculo o tejido nervioso, fue demostrada hace
afios, aunque son muy pocos los grupos que han utilizado estas células terapéuticamente en

combinacion con biomateriales para generar tejidos mediante Ingenieria Tisular.

A. TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es una forma especializada de tejido conectivo, y esta constituido
principalmente por grupos de células adiposas o adipocitos. Su principal funcion es el
almacenamiento y la movilizacion de reservas energéticas en forma de triglicéridos. Los
elementos celulares asociados al tejido adiposo lo forman preadipocitos, fibroblastos, células
de tejido muscular liso, células endoteliales, monocitos, macréfagos y linfocitos, asi como

células mesenquimales indiferenciadas a ADSCs.

En el ser humano se identifican dos variedades bien diferenciadas de tejido adiposo:

v El tejido adiposo unilocular o “grasa amarilla”, cuyas células contienen una sola vacuola
de lipido almacenado. Es la variedad més comun. (Figura 19)
v' El tejido adiposo multilocular o “grasa parda”’, mas escaso y cuyas células contienen

varias vacuolas lipidicas. Variedad muy frecuente en el recién nacido. (Figura 20)
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Figura 19. Tejido adiposo unilocular.(Molist P 2014)

Figura 20. Tejido adiposo multilocular.(Molist P 2014)
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Las células adiposas se originan por diferenciacion de células mesenquimales primitivas a
partir del 5° mes de vida fetal, pero el proceso para los dos tipos de tejido adiposo es diferente.
Las células adiposas totalmente desarrolladas no sufren mas mitosis y tras el nacimiento sélo
se forman nuevas células adiposas a partir de células mesenquimales indiferenciadas. Al
crecimiento postnatal de tejido adiposo por division de las células mesenquimales
indiferenciadas se denomina Crecimiento Hiperplasico; por otro lado, también puede aumentar
la cantidad de tejido por Crecimiento Hipertréfico, es decir, por aumento del tamafio de los

adipocitos como consecuencia de acumulacion intracelular de lipidos. (Figura 21)
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Figura 21. Esquema de la Adipogénesis. (Montalvo Arenas 2010)
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B. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
DEL TEJIDO ADIPOSO

Para diferenciar a las ADSCs de otros tipos celulares presentes en el tejido adiposo, existen
diversos estudios que muestran su expresion fenotipica caracteristica de células troncales. Asi,
las ADSCs expresan gran variedad de marcadores de superficie, tales como: CD9, CD10,
CD13, CD29, CD44, CD49d, CD49e, CD54, CD55, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106,
CD146, CD166, TLRs-tool-like receptors TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-6 y TLR-9,

STRO-1. (Simmons PJ 1991; De Ugarte DA 2003; Cho HH 2005; Schaffler A 2007)

El comité de tejidos de células madre mesenquimales establece que los criterios que deben

cumplir estas células son los siguientes: (Dominici, Le Blanc et al. 2006)

Expresar: CD73, CD90 y CD105. (Figura 22)

e No expresar kit-c: CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79a.

e No expresar (HLA)-DR.

e Tener potencialidad para diferenciarse a las estirpes osteogénica, condrogénica y
adipogénica.

e Tener afinidad para adherirse a frascos de cultivo de material plastico in vitro.

Figura 22. Expresion del marcador CD73, indicador de ADSCs en cultivos de en un modelo

bidimensional. (Nieto Aguilar 2010)
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Hasta la actualidad, las ADSCs han sido diferenciadas a varios tipos de tejidos en modelos
bidimensionales, incluyendo la diferenciacion de ADSCs a hueso (Xu Y 2005; Weinzierl,
Hemprich et al. 2006; Romagnoli, Zonefrati et al. 2015), cartilago (Wei, Sun et al. 2007;
Shafiee, Kabiri et al. 2015), tejido adiposo (Yoshimura K 2008) y neuronas (Lin, Xin et al. 2008;
Qin Y 2015). Existen trabajos que han evaluado su diferenciacion utilizando algin tipo de
soporte tridimensional. Asi, para generar hueso se han utilizado chitosan (Im G| 2005), fibrina
(B Malafaya PP, Pedro et al. 2005) y fosfato tricalcico (Hattori H 2006); para cartilago: agarosa
y alginato o gelatina (Awad, Wickham et al. 2004; Lin, Luo et al. 2005; Mehlhorn, Niemeyer et

al. 2006); y para tejido adiposo: Alloderm (Yoo G 2009).

En este contexto, el biomaterial de fibrina y agarosa previamente desarrollado por nuestro
grupo de investigacion (Alaminos, Garzon et al. 2007; Sanchez-Quevedo, Alaminos et al. 2007;
Garzon, Sanchez-Quevedo et al. 2009; Carriel, Garzon et al. 2012; Carriel, Garrido-Gomez et
al. 2013; Garzon, Miyake et al. 2013), demostré capacidad inductora para la diferenciacién
osteogénica in vitro de las ADSCs (Nieto Aguilar R 2011). Dichas células han demostrado
indices de adhesion y diferenciacion muy adecuados en estos biomateriales. Sin embargo,
hasta el momento no se ha logrado demostrar la capacidad de diferenciacién in vivo de las

células ADSCs combinadas con biomateriales de fibrina-agarosa.
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El Objetivo Principal de esta tesis doctoral es la construcciéon de sustitutos palatinos
utilizando cultivos celulares y biomateriales biocompatibles, y su evaluaciéon tanto ex vivo como
in vivo para determinar su posible utilidad clinica futura.

Para ello se establecen los siguientes Objetivos Especificos:

o Establecer y estandarizar las condiciones de laboratorio para el cultivo de células

epiteliales y estromales de la mucosa palatina y células madre mesenquimales del
tejido adiposo de animales de experimentacién y determinar los pases celulares mas

adecuados para la utilizacién de estas Ultimas en protocolos de ingenieria tisular.

o Elaborar sustitutos nanoestructurados de mucosa palatina mediante ingenieria tisular

utilizando para ello matrices extracelulares nanoestructuradas de fibrina y agarosa con
células estromales en su interior y células epiteliales en su superficie y determinar su
utilidad para la reparaciéon de la mucosa palatina en un modelo animal mediante

analisis morfométricos e histolégicos.

o Construir_sustitutos de hueso palatino utilizando para ello matrices extracelulares

nanoestructuradas de fibrina y agarosa con células madre mesenquimales del tejido
adiposo en su interior, siendo sometidas a la técnica de transdiferenciacion
osteogénica y determinar su utilidad para la reparacién del hueso palatino en un

modelo animal mediante analisis morfométricos e histoldgicos..
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1. OBTENCION DE MUESTRAS

En la presente Tesis doctoral se ha realizado un estudio experimental basico de naturaleza
prospectiva, en el cual se han obtenido muestras de espesor total de mucosa palatina y de
tejido adiposo de animales de experimentacién para la construccidon de sustitutos mucosa
palatina y hueso nanoestructurados, y su posterior evaluacién de viabilidad in vitro e in vivo en

dichos animales.

Las principales limitaciones de dicha investigacién residen en la capacidad de proliferacién y
supervivencia de las muestras de células obtenidas para el estudio, ya que los cultivos
celulares, especialmente las células epiteliales, requieren la utilizacion de medios de cultivo y
de factores de crecimiento especificos para células diferenciadas, lo cual a veces dificulta el
crecimiento y la viabilidad de las mismas; y en conseguir su supervivencia tras la implantacion
en animales de experimentacién para poder evaluar su utilidad en un modelo de fisura palatina

en animales de experimentacion.

Las diferentes muestras utilizadas en esta Tesis Doctoral se obtuvieron a partir de animales de

experimentacion, tal como se describe a continuacion.

1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Las muestras de mucosa palatina y tejido adiposo subcutaneo provienen de animales de
experimentacion, y se obtienen a partir de conejos machos (New Zealand White) de entre 400 y

500 gramos de peso y aproximadamente unas 3-4 semanas de vida. (Figura 23)
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Todos los animales utilizados para dicha Tesis han sido adquiridos en el Centro de
Instrumentacion Cientifica y Animalario de la Universidad de Granada, y se mantienen en la
Unidad de Experimentacién del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, en
cuyos quiréfanos se han realizado las intervenciones para la obtencion de muestras, y los

cuidados pre y postoperatorios de los ejemplares del estudio.

Figura 23. Animales de experimentacion utilizados.

El proyecto atiende a la normativa legal vigente, en cuanto al cuidado, transporte,

experimentacion y sacrificio de los animales. RD 1201/105 y ley 32/2007.

1.2 METODOS DE OBTENCION Y TRANSPORTE DE LAS

MUESTRAS

El procedimiento de obtencién de muestras se realiza con los animales anestesiados mediante
fluorane inhalado, previa preanestesia por inyeccion intramuscular de ketamina y xilacina

(dosis dependiente del peso, que se comprueba previo a cada actuacion).
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Se toman dos muestras independientes de cada animal (Figura 24):

o Mucosa palatina: Realizando pequefia incisién con bisturi circular en zona anterior del
paladar duro ligeramente lateralizado hacia la derecha.

o Tejido adiposo subcutaneo: Obtenido a partir de una incisién a nivel inguinal (zona
previamente rasurada), que es donde podemos encontrar una pequefia masa de tejido

adiposo en este tipo de animales de experimentacion.

Figura 24. Toma de muestras de mucosa oral (A) y de grasa inguinal (B) de los animales de

experimentacion.
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Todas las muestras utilizadas para este estudio fueron introducidas inmediatamente tras su
extraccion en medio de transporte estéril, constituido por medio de cultivo RPMI suplementado
con antibidticos (500 U/ml de penicilina G y 500 ug/ml de estreptomicina) y antimicoticos (1,25
pg/ml de anfotericina B) para evitar una eventual contaminacién de la muestra, y mantenidas a

4°C hasta el momento de su procesamiento.

2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Dentro de las primeras 24h tras su extraccion se procede al procesamiento de los tejidos
obtenidos para la independizacién de los distintos grupos celulares para su posterior cultivo y
expansion in vitro. Para lo cual, inicialmente, las muestras se lavan dos veces en una solucién
estéril de PBS (phosphated buffered saline) con penicilina, estreptomicina y anfotericina B (500
U/ml, 500 g/ml y 1,25 g/ml, respectivamente) para eliminar todos los restos de sangre, fibrina,

grasa 0 materiales extrafios que pudieran encontrarse adheridos a las mismas.

Posteriormente, y para la individualizacién de las células madre contenidas en dichos tejidos,
es necesario que las muestras sean fragmentadas mecanicamente y sometidas a diversas

enzimas, en el proceso conocido como digestién enzimética.

En las muestras de mucosa oral, son diversas las enzimas que se utilizaron para connseguir la
separacion del epitelio y del estroma, mediante diversos mecanismos. La tripsina-EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) y la colagenasa | de Clostridium histolyticum son enzimas que liberan
las células del estroma dejando intacto el epitelio para su posterior crecimiento. Por otra parte,
la dispasa Il es una enzima que separa estas células por fragmentacion de la membrana basal
gue actda de limite entre ambos grupos celulares, independizando asi, los queratinocitos del

epitelio y los fibroblastos del estroma.
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En nuestro caso, las muestras de mucosa palatina se digirieron en dispasa Il a 4°C durante
12h. Tras ello, el corion o tejido conectivo fue sometido a digestién mediante incubacion
durante 6h con colagenasa | al 0,2% en medio de cultivo DMEM. Dicha solucion se caracteriza
porque es capaz de digerir el colageno del corion y liberar los fibroblastos estromales dejando
intacto el epitelio. Una vez transcurrido el tiempo mencionado, se centrifugé la solucién de
digestién a 1000 rpm durante 10 minutos para recoger los fibroblastos liberados del estroma.
Por otro lado, el epitelio individualizado mediante la digestion con dispasa Il fue digerida en una
solucién de tripsina-EDTA a 37°C durante 20 minutos bajo agitaciébn moderada, la cual fue
inactivada con suero bovino fetal al final de este periodo. Para la obtencion de las células
individualizadas, la solucion se centrifug6 igualmente a 1000 rpm durante 10 minutos. Todo el

proceso se ilustra en la Figura 25.

Pellet células Pellet células
epitehales estromales
Queratinocitos Fibroblastos

Figura 25.Esquema del procesamiento de las muestras de mucosa oral para la obtencion

de queratinocitos y fibroblastos para sus cultivos posteriores.
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Por su lado, las muestras de células madre de tejido adiposo fueron digeridas enzimaticamente
gracias a la accion de la colagenasa Il de Clostridium histolyticum que se deja actuar durante 8
horas a 37°C. Para finalizar, se obtienen las células madre mesenquimales aisladas mediante

centrifugacién. (Figura 26)

Figura 26. Procesamiento para la generacion de cultivos primarios de ADSCs a partir de muestras de

tejido adiposo.

2.1 DESARROLLO DE CULTIVOS PRIMARIOS DE FIBROBLASTOS

Y QUERATINOCITOS DE MUCOSA ORAL

Las células obtenidas mediante digestién de las muestras se cultivaron en medios de cultivo
especificos para cada tipo celular, siguiendo protocolos previamente establecidos por el grupo
de investigacion. (Alaminos M 2006; Alaminos, Garzon et al. 2007; Sanchez-Quevedo,

Alaminos et al. 2007; Garzon, Sanchez-Quevedo et al. 2009)

Como medio de cultivo para fibroblastos, se utilizé medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) enriquecido en glucosa y suplementado con antibiéticos y antimicoticos (100 U/ml de
penicilina G y 100 mg/ml de estreptomicina y 0,25 mg/ml de anfotericina B) y suero bovino fetal
(SBF) al 10%. A este medio basico de cultivo lo denominamos MF (medio de fibroblastos)

(Figura 27A). Este mismo medio fue utilizado para el cultivo de las células ADSCs.
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DMEM
HAM-F12
10% SBF
1% ATB
Adenina
| Hidrocortisona
DMEM Insulina
10% SBF ao
| 19% ATB Triyodotironina
FIBROBLASTOS QUERATINOCITOS
A I B

Figura 27. Cultivos primarios de fibroblastos (A) y de queratinocitos (B) a partir de pequefias

biopsias de mucosa oral.

Para la obtencién de cultivos primarios de queratinocitos, se utilizé medio de cultivo especifico
para queratinocitos, conocido con el nombre de QC, el cual favorece principalmente el

crecimiento de las células epiteliales (Figura 27B).

La composicién del medio QC es la siguiente:

1) Medio HAM-F12, rico en nutrientes.

2) Medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)

3) Suero bovino fetal (SBF) a concentracion final del 10%

4) Adenina (24 ug/ml)

5) Solucion antibiotica y antifingica especial para cultivos celulares hasta una
concentracion final del 1% (equivalente a 100 U/ml de penicilina G, 100 g/ml de

estreptomicina y 0.25 g/ml de anfotericina B).
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6) Factores de crecimiento para células en cultivo:

a.

b.

Insulina (5 g/ml)
Triiodotironina (1.3 ng/ml)
Hidrocortisona (0.4 g/ml)

Factor de crecimiento epidérmico (10ng/ml)

En todos los casos, las células fueron incubadas a 37°C y 5% de diéxido de carbono, en

condiciones estandar de cultivo celular. Los medios de cultivo fueron recambiados bajo

campana de flujo vertical cada 48-72h.

2.2 SUBCULTIVO DE CELULAS PROCEDENTES DE CULTIVOS
PRIMARIOS DE MUCOSA ORAL Y DE CELULAS MADRE DE
TEJIDO ADIPOSO (ADSCs)

Una vez alcanzada la confluencia celular, los distintos cultivos se lavaron con PBS estéril y se

incubaron en 1 ml de una solucién de tripsina 0.5 g/l y EDTA 0.2 g/l a 37°C durante 5 minutos

para disgregar los mecanismos de adhesion celular y obtener células individualizadas no

adheridas a la superficie del frasco de cultivo (Figura 28).

TRIPSINA

fibroblastos queratinocitos

Figura 28. Proceso de tripsinizacion de cultivos primarios de fibroblastos y queratinocitos
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Cuando las células se desprenden de la superficie de los frascos de cultivo, se procede a
inactivar la tripsina mediante la unién de 2 ml de medio de cultivo especifico, ya sea medio MF,
Gtil para el cultivo de fibroblastos y células madre del tejido adiposo, 0 medio de queratinocitos
QC, porque en ambos casos, dichos medios contienen en su composicion suero bovino fetal
con abundantes proteinas séricas, que seran las encargadas de inactivar la accién proteolitica

de la tripsina.

Después, dicha solucién inactivada en la que estan las células desprendidas, se centrifuga a
1000 rpm durante 10 minutos para obtener un pellet con las células de interés, desechandose
el sobrenadante con la tripsina (Figura 29). El pellet celular se resuspende cuidadosamente en
5 ml de medio MF o0 QC y estas células se cultivan en frascos de cultivo de 25 o 75 cm? de

superficie.

En el caso de los cultivos de ADSCs, las células se subcultivaron hasta el pase 8 para el

analisis de viabilidad celular que se expone en el siguiente apartado (Figura 29).

TRIPSINA Centrifugacion
: ) .
N Rk f D N .\_’ “
: ! ‘ (=) -
e a =P p I A
—_— m——
ADSCs ADSCs pellet de células
desprendidas

Figura 29. Proceso de obtencion de subcultivos de ADSCs.

Como se ha mencionado con anterioridad todos los subcultivos se mantienen en una atmésfera
a 37°C y 5% de CO, hasta obtener la confluencia para el siguiente pase, recambiando los

medios de cultivo especificos en cada caso. (Figura 30)
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Figura 30. Conservacion de los distintos subcultivos celulares.

2.3. ANALISIS DE VIABILIDAD CELULAR EN SUBCULTIVOS
SECUENCIALES DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES DEL
TEJIDO ADIPOSO

La determinacion de la viabilidad celular es un marcador predictivo para la funcionalidad de los
tejidos elaborados a partir de las células madre. Son varios los métodos para el estudio de la
viabilidad y funcionalidad celular en el laboratorio, entre los cuales destacan: evaluacién de la
integridad de la membrana celular, ensayos funcionales, ensayos de viabilidad a través de
biosensores de fluorescencia, ensayos morfolégicos, microanalisis por energia dispersiva de

rayos X y técnicas de determinacion de la expresion génica mediante microarrays.

En nuestra Tesis se han realizado los estudios de viabilidad de las ADSCs siguiendo el método
de la evaluacién de la integridad de la membrana celular, que consiste en que si una célula
esta muerta o se esta muriendo, la funcion de la membrana celular se encontrara alterada vy,
por un lado, puede permitir el paso de moléculas que en condiciones normales no difundirian, o

bien, no permitir el paso de moléculas que en condiciones normales si la atravesarian.
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Podemos distinguir tres tipos de ensayos:

e Los que emplean sustancias colorantes o fluorescentes.
e Los basados en tinciones catidnicas.

e Los basados en la liberacién de determinadas sustancias al medio extracelular.

Los mas utilizados son los basados en colorantes o moléculas fluorescentes, y dentro de ellos,

podemos diferenciar entre ensayos de exclusién y de inclusién.

En los ensayos de exclusion, si la membrana celular esté integra, el colorante fluorescente no
es capaz de atravesarla; y si ésta estd dafada, el colorante difundir4 sin dificultad. Los
resultados obtenidos se observan a través del microscopio o por citometria de flujo. Entre los
colorantes organicos mas utilizados para los ensayos de exclusiébn destaca el azul tripan

(Hoskins, Meynell et al. 1956; Patterson 1979).

En los ensayos de inclusion se usan moléculas como el diacetato de fluoresceina (Rotman B
1966; Mohr LR 1980) o la calceina (Papadopoulos 1994). Cuando la célula estd viva, estas
moléculas atraviesan la membrana plasmatica, se hidrolizan por las esterasas intracelulares, y
dan lugar a fluorescencia en el interior de la célula. Las células no dafiadas o vivas retienen
fluorescencia, mientras que las células con membranas dafiadas son incapaces para hacerlo y

la sefial es muy débil bajo el microscopio.

2.3.1 ANALISIS MEDIANTE ENSAYOS DE EXCLUSION DE COLORANTES

VITALES

En esta Tesis Doctoral, se estudié la viabilidad de los ocho primeros subcultivos de las células
ADSCs del conejo de laboratorio utilizando el método de exclusiéon del colorante vital azul

tripan, obteniendo asi la viabilidad celular de los primeros subcultivos celulares.
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Durante la realizacién de los procedimientos necesarios para obtener cada uno de los
subcultivos de las ADSCs anteriormente descritos, se toman aproximadamente 5ul de las
células resuspendidas en 1 ml de medio, afiadiéndose 5ul de solucién Trypan Blue®.
Posteriormente, dicha mezcla se coloca sobre una placa de Neubauer para el contaje de las
células bajo el microscopio 6ptico y calculo del numero de células tedidas de azul -células

muertas- y células no tefiidas -células vivas- (Figura 31).

Sul w
. T'Vpan Blue0 iﬁﬂozmz
" ) | ) +

ADSCs resuspendidas 5l de células Recuento de células
en 1ml de DMEM-C vivas y muertas sobre
placa de Neubauer

Figura 31. Esquema de la realizacion del método de viabilidad con azul tripan.

Tras el recuento de las células vivas y las muertas por cuadrante, se recogen los datos en
tablas y se calcula el porcentaje de supervivencia (células vivas/células vivas + células

muertas) de cada uno de los pases de cada una de las muestras obtenidas.

2.3.2 ENSAYOS MIXTOS METABOLICOS Y DE EXCLUSION DE COLORANTES

VITALES FLUORESCENTES

A continuacion, se realizé un estudio de viabilidad de cada pase de los cultivos de ADSCs
utilizando el ensayo comercial Live/Dead® kit que contiene 2 marcadores diferentes. Por un
lado, calceina, que es una pequefia molécula capaz de penetrar en las células que poseen la

membrana plasmatica intacta, reflejando la actividad de las esterasas citoplasmaticas, y
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proporcionando una fluorescencia verde una vez activada por dichas esterasas; y por otro, un
derivado del bromuro de etidio, que penetra en las células con membrana dafiada (por tanto,

no viables), proporcionando una fluorescencia de color rojo.

En primer lugar, se sembré cada pase celular de las células a analizar en camaras de cultivo
estériles (chamber slide system®) (Figura 32). Para el analisis, cada camara fue lavada dos
veces con solucion salina fisiolégica estéril (PBS), para afadir con posterioridad la solucion del

kit siguiendo las instrucciones del fabricante preparada segun se detalla a continuacion.

Figura 32. Frascos de cultivo celular estéril utilizados para los ensayos de viabilidad segun técnica

Live/Dead.

Para preparar la soluciéon del Kit Live/Dead® se utiliza un frasco tipo Eppendorf® protegido de
la luz, en donde se introduce la siguiente proporcién de los componentes anteriormente

mencionados: (Figura 33)

o 2,5 ml de una solucién estéril de PBS
o 5pl de derivado de bromuro de etidio

o 1,25l de solucion de calceina
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Calceina ©

=

Bromuro de
Ethidium

Figura 33. Esquema de preparacion del Kit Live/ Dead para la realizacion del ensayo de

fluorescencia.

Posteriormente, se afiaden 500ul de dicha solucién en cada pocillo de cultivo que contenia las
células, dejandose actuar durante 5 minutos, protegiéndolo igualmente de la luz.
Seguidamente, se retira el sobrante de la solucién del kit de cada pocillo, se vuelve a lavar con
PBS estéril, se cubren las células con cubreobjetos y se realiza el andlisis de las muestras
mediante el microscopio Optico de fluorescencia. Para cada cultivo, se recogieron 10
fotografias en los canales rojo y verde de fluorescencia (Figuras 40 y 41). Finalmente, se
determind el numero de células vivas y muertas por imagen obtenida mediante el software NIS-
Elements, recogiendo los datos en tablas de Excel para el calculo de los porcentajes de

supervivencia en cada subcultivo.
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3. ELABORACION DE CONSTRUCTOS TISULARES
MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

Para la generacion de sustitutos artificiales de la mucosa oral y el hueso palatinos, se han
utilizado diferentes técnicas optimizadas con anterioridad por el grupo de investigacion de
Ingenieria Tisular del Departamento de Histologia la Universidad de Granada, que se resumen

brevemente a continuacion.

3.1 GENERACION DE SUSTITUTOS DEL CORION DE LA MUCOSA
PALATINA

En primer lugar, se fabricaron sustitutos del tejido conectivo (corion o lamina propia) de la
mucosa palatina utilizando biomateriales de fibrina-agarosa nanoestructurados. Para su
elaboracién, se utilizé plasma sanguineo humano congelado procedente de donantes sanos
(cedido por el Centro Regional de Transfusion Sanguinea y Banco de Tejidos de Granada y
Almeria) siguiendo las normas y recomendaciones de la Asociacion Espafiola de Bancos de
Tejidos (AEBT), el cual se combind con distintos componentes segun protocolos previamente

optimizados por el grupo de investigacion(Meana A 1998; Llames, Del Rio et al. 2004):

o 250.000 Fibroblastos procedentes de cultivos primarios resuspendidos en 2,35 ml
medio de cultivo DMEM.

o Plasma sanguineo humano (que contiene el fibrinbgeno): 21 ml.

o Acido tranexamico (Amchafibrin®): 200 pl.

o Agarosa tipo VII al 2% especial para cultivos celulares disuelta en PBS: 1,25 ml
(concentracion final de agarosa: 0,1%)

o CaCl, al 1% para precipitar la reaccién de gelificacion: 200 pl.
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Inicialmente, los fibroblastos se resuspenden en medio de cultivo DMEM, a los que se le afiade
plasma sanguineo humano. Seguidamente, a todo ello se le une &cido tranexamico como
antifibrinolitico para evitar la fibrindlisis espontanea de los geles de fibrina. Al mismo tiempo, se
afiade la disolucién de agarosa al 2% en PBS, calentando dicha mezcla hasta ebullicion para
favorecer la disolucién de la agarosa. Finalmente, se indujo la polimerizacion de las fibras de
fibrina en la mezcla mediante la adicion de CaClz, alicuotandose inmediatamente en recipientes
estériles de cultivo celular y dejandose solidificar a 37°C con 5% de CO, durante 2 horas. A
continuacion, estos geles se cubrieron con medio de cultivo MF (Alaminos, Garzon et al. 2007;

Sanchez-Quevedo, Alaminos et al. 2007; Garzon, Serrato et al. 2009) (Figura 34)

Fibroblastos resuspendidos
en medio de cultivo DMEM ‘,

Plasma Sanguineo
+

Suero salino 0,9% ;J

, Colocacion en
A, recipientes celulares
— tipo Transwell para

B

Agarosa tipo VIl
solida al 2%

+

Figura 34. Esquema de preparacion de sustitutos estromales de fibrina-agarosa.
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3.2 CONSTRUCCION DE SUSTITUTOS COMPLETOS DE MUCOSA

PALATINA

Para generar sustitutos completos de la mucosa palatina, se utilizaron los sustitutos estromales
previamente generados, cultivdndose un epitelio formado por queratinocitos en su superficie.

Todo ello se realizd segun el siguiente protocolo de cultivo secuencial:

En primer lugar, se tripsinizan los cultivos primarios de epitelio de la mucosa oral, para poder
cultivar las células epiteliales individualizadas sobre las superficie de los sustitutos estromales
generados en sistemas de cultivo Transwell® con membranas porosas de 0.4 um (Figura 35)

en medio QC (unas 500.000 células en cada caso).

En segundo lugar, se procede a inducir la correcta diferenciacion y estratificacion del epitelio
mediante técnicas de cultivo en interfase aire-liquido (Reichl S 2003). Para ello, se reduce la
cantidad de medio QC aplicado a los constructos de mucosa oral elaborados en sistemas
Transwell® para dejar el epitelio en contacto directo con el aire. Estos sistemas de cultivo estan
compuestos por una placa estéril de 6 pocillos en el interior de los cuales se aloja una pieza de
plastico movil cuya base esta formada por una membrana porosa y permeable de nylon o
policarbonato. El tamafio de estos poros permite a los nutrientes pasar a través de la
membrana de la placa pero evita la migracidon de las células de un compartimento a otro.

(Figura 36)

Figura 35. Recipientes estériles de cultivo tipo Transwell®.
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Figura 36. Esquema del proceso de elaboracion de sustitutos de mucosa oral utilizando una técnica

secuencial sobre sistemas de cultivo Transwell®.

Finalmente, los sustitutos completos de mucosa palatina fueron sometidos a
nanoestructuracién para mejorar sus propiedades biomecanicas, tal como se describe en el

apartado correspondiente.

3.3 GENERACION DE SUSTITUTOS DE HUESO PALATINO
MEDIANTE TRANSDIFERENCIACION DE ADSCS

Para la generacion de sustitutos de hueso tridimensionales, se utilizan biomateriales de fibrina-
agarosa en una técnica parecida a la anteriormente descrita, pero utilizando en este caso las

células madre mesenquimales obtenidas del tejido adiposo (ADSCs).

Una vez que las ADSCs alcanzan un estado de subconfluencia, se tripsinizan y después, se

combinan con biomateriales de fibrina-agarosa 0,1% (aproximadamente 175.000 células/ml).
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Posteriormente, antes de la gelificacion, los geles de fibrina-agarosa con ADSCs se alicuotan
en recipientes de cultivo estériles. Cuando el hidrogel polimeriza, los constructos artificiales se
cubren con medio de cultivo MF durante 24-48h, procediéndose a inducir la diferenciacién
osteogénica de las células ADSCs mediante la adicion de medio condicionado para la
diferenciacion osteogénica, que se describe a continuacién durante 21 dias (Nieto Aguilar R

2011; Scionti, Moral et al. 2014): (Figura 37)

o DMEM como medio basal suplementado con 10% de SBF y 1% de antibiéticos (100
U/ml de penicilina G y 100 mg/ml de estreptomicina y 0,25 mg/ml de anfotericina B)

o 10nM de Dexametasona

o 10nM de B-glicerol fosfato

o 50uM de L-acido ascorbico

DMEM + 10% SBF + 1% ATB

10nM Dexametasona
i10nM B-glicerol fosfato
50 u L-dgc. ascorbico

Hidrogel de fibrina-agarosa
con ADSCs inmersas

° ° °
e® o % o o

Sustituto de hueso tridimensional

Figura 36. Esquema del proceso de elaboracion del sustituto de hueso tridimensional sobre hidrogeles de

fibrina-agarosa sometidos a transdiferenciacion hacia linaje osteogénico.

Finalmente, estos tejidos artificiales son sometidos a nanoestructuracion como se describe en

el siguiente apartado.
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3.4 PROCESO FINAL DE LA FORMACION DE LOS CONSTRUCTOS:
LA NANOESTRUCTURACION

Una vez elaborados los sustitutos de mucosa y hueso palatinos, se procedid a su
nanoestructuracion, consiguiendo que el resultado final sea una estructura de resistencia
suficiente para su mejor manejo, tanto en el laboratorio como a la hora de su implante en seres

Vivos.

Dicho proceso consta de las siguientes fases:

1. Deshidratacion parcial progresiva del constructo sobre papel de filtro estéril.

2. Colocacion sobre dos filtros porosos de policarbonato Millipore de 0,4 um de diametro
de poro.

3. Aplicacion de 500 g de peso sobre los filtros que contienen los tejidos artificiales en el
biorreactor especifico.

4. Incubacion en el biorreactor durante 10 min para inducir la reaccion de
entrecruzamiento nanomolecular entre las fibras de fibrina y la agarosa.

5. Retirada de los filtros porosos.

6. Obtencion del tejido nanoestructurado y rehidratacién parcial en medio de cultivo

esteéril.
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4. GRUPOS DE ESTUDIO PARA EVALUACION IN VIVO

Para determinar la utilidad in vivo de los sustitutos de hueso y mucosa palatina, los tejidos
elaborados mediante ingenieria tisular fueron implantados en conejos de laboratorio
Oryctolagus cuniculus albinos de raza Nueva Zelanda poco después del destete del animal.
Todos los tejidos palatinos se implantaron de manera autdloga, es decir, se implantan al mismo
animal del que se extrajeron las muestras de mucosa oral o tejido adiposo cuando los animales

tienen alrededor de 7-8 semanas.

Para generar un modelo quirargico de fisura palatina, a los animales de 8 semanas (tiempo en
el que aun no se ha completado el desarrollo del macizo facial y palatino), se les interviene la
parte derecha del paladar a nivel de los dos primeros molares, generando un defecto sélo de
fibromucosa palatina o sélo de hueso palatino. Para ello, utilizamos un bisturi circular y un
trépano, tras anestesia con inyeccion intramuscular con Fluorane, ketamina y xilacina (ajustada
segun peso) cubriéndose posteriormente el defecto generado con uno de los siguientes tejidos,

gue determinaran los distintos grupos de estudio. (Figura 38).

Figura 38. Defecto del paladar generado en animales de laboratorio para la implantacién posterior de los

tejidos elaborados mediante Ingenieria Tisular.
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Grupos de Estudio:

e Grupo |. Extraccion con un bisturi circular de 4 mm de diametro de un fragmento
circular de fibromucosa palatina dejando el hueso expuesto. El defecto se cubre con
mucosa palatina generada mediante ingenieria tisular fijada al lecho quirdrgico con

sutura reabsorbible de 5/0.

e Grupo Il. Se levanta un colgajo de fiboromucosa palatina. Una vez expuesto el
paladar 6seo del lado derecho, se extirpa un fragmento 6seo de 4-5 mm de
diametro utilizando un trépano adaptado a una pieza de mano, respetando la
mucosa nasal, creando un defecto palatino éseo de 4-5 mm. A este nivel, se
implanta el sustituto 6seo generado mediante ingenieria tisular. Finalmente, se
cubre el implante utilizando el colgajo palatino previamente despegado del maxilar y

se fija al lecho quirdrgico con sutura reabsorbible de 5/0.

Grupos Controles:

o Control Positivo (CP): Animales es donde no se genera ningun tipo de intervencion.

o Control Negativo (CN): Animales en donde se genera defecto palatino que no es

corregido mediante el implante de un sustituto tisular:

- CNL1: Animales en donde se genera defecto en la fibromucosa palatina y se
deja el hueso palatino expuesto. El procedimiento es idéntico al realizado en el

grupo | excepto en lo referente al implante del sustituto palatino.

- CN2: Animales a los que se realiza un colgajo de fiboromucosa palatina y, una
vez expuesto el paladar 6seo, se genera, mediante un trépano, un defecto 6seo
de unos 4-5mm. Tras ello no se implantara ningun tejido, tan sélo se recubre
con el colgajo de fibromucosa previamente despegado. El procedimiento es
idéntico al realizado en el grupo Il excepto en lo referente al implante del

sustituto palatino.
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Tras el implante palatino, se administra analgesia en el agua de bebida, utilizandose comida en
gelatina o triturada (pienso de conejo en polvo) durante las dos primeras semanas.
Posteriormente, los animales se sacrificaran mediante inyeccién de cloruro potéasico alrededor
de los 6 meses tras el implante, extrayendo todo el paladar (mucoso y éseo) para analisis

morfométrico e histolégico. (Figura 39)

Figura 39. Imagen del paladar post-implante de tejidos elaborados en el laboratorio.
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5. ANALISIS MORFOMETRICO

Para evaluar la influencia del tejido elaborado mediante ingenieria tisular en el crecimiento y
desarrollo de las estructuras palatinas tras su implante en animales de experimentacion, se
realizaron medidas cuantitativas de la longitud y la altura del paladar a ambos lados de la linea
media (paladar intervenido y paladar control) en cada uno de los animales de estudio. De este
modo, se obtuvieron mediciones entre el rafe medio del paladar y el segundo molar en el lado
derecho (operado) y en el lado izquierdo (no operado) de cada animal tras el periodo de

seguimiento (Fujioka 1997).

Para determinar el desarrollo de la mucosa palatina, se obtuvieron medidas mediante un
calibre profesional. Para analizar el paladar 6seo, se midi6 la longitud y altura del hueso
palatino utilizando tanto imagenes obtenidas por TAC (tomografia computarizada) con un
equipo PointNix Point 3D Combi 500C Dental Imaging System (Abex Medical System, Selangor
Darul Ehsan, Malaysia). como imagenes de micro-CT con un escaner micro-CT SkyScan 1172
de alta resolucion.

Todas las medidas se tomaron por triplicado, calculdndose una media de las tres para mayor
fiabilidad.

Para cada medida, se calcularon distancias absolutas y porcentajes de un lado del paladar

respecto al otro lado.
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6. ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS SUSTITUTOS DE

MUCOSA ORAL Y HUESO IN VIVO

Una vez finalizado el periodo de seguimiento establecido para cada animal, se procedi6 a su
sacrificio bajo anestesia general y a la recogida de los tejidos palatinos de interés en cada caso

para analisis histolégico, segun se detalla a continuacion.

6.1. ANALISIS HISTOLOGICO MEDIANTE TINCION DE
HEMATOXILINA-EOSINA

En primer lugar, los tejidos palatinos correspondientes a cada grupo de estudio (grupo I, grupo |
y controles positivos y negativos) se evaluaron histoldgicamente mediante tincién con
hematoxilina-eosina. Para ello, las muestras fueron fijadas en formaldehido al 4%, tras lo cual
se descalcifico el tejido 6seo con reactivo de Ana Morse (acido formico al 50% vy citrato sédico
al 20%) durante 10 dias, incluyéndose posteriormente en parafina siguiendo protocolos
estandar de laboratorio. Tras ello, se obtuvieron cortes de tejido de 5 micras de grosor
utilizando un microtomo. Dichas secciones se tifieron en Hematoxilina-Eosina para el estudio

histologico.

En todos los casos, se determiné la estructura del tejido 6seo compacto y esponjoso, de la
mucosa palatina (estroma y epitelio), asi como del resto de estructuras palatinas que pudiesen
observarse en la muestra para determinar la presencia de signos de rechazo del injerto,
hemorragia o infeccién, prestando especial atencién a la estructura del hueso y la simetria

entre el lado derecho y el izquierdo del paladar.
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6.2. ANALISIS HISTOQUIMICO

Para el andlisis de las fibras de colageno del hueso, las secciones de tejido se desparafinizan

en xileno y se tifien con picrosirius, analizandose con un microscopio 6ptico de luz polarizada.

Para detectar las glicoproteinas del hueso palatino, las secciones de tejido se tifien con el

método del acido periédico de Schiff (PAS)

La identificacién de los proteoglicanos de la matriz 6sea se llevé a cabo mediante tincion con

azul alcian.

Para el andlisis de la estructura laminar 6ésea y para detectar la presencia de hueso osteoide,

las diferentes secciones tisulares fueron teflidas mediante azul de toluidina.

6.3. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Para el andlisis de componentes especificos del hueso (decorina, osteocalcina y proteina
morfogenética del hueso BMP2), las diferentes secciones de tejido fueron desparafinizadas en
xileno y tratadas mediante tampén citrato 0,01 M (pH6,0) a 98°C durante 5 minutos para la
recuperacién del antigeno. Tras ello, se aplicaron los diferentes anticuerpos primarios durante
una hora a temperatura ambiente, lavandose con PBS antes de incubar con anticuerpos
secundarios durante 30 minutos. Finalmente, la sefial se revela con 3-3’-dianimobezidina
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), las muestras se contratifien con Hematoxilina de

Mayer y cada tejido se fotografia usando un microscopio Nikon Eclipse 90i.

6.4. ANALISIS CUANTITATIVOS

Para cuantificar los resultados de los andlisis histoquimicos e inmunohistoquimicos, se utilizo el
programa ImageJ (National Institutes of Health, USA) siguiendo protocolos previamente
publicados por el grupo de investigacién. De forma breve, cada imagen se analizd en el canal

colorimétrico correspondiente a la sefial deseada, procediendo a la cuantificacion automética
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de la intensidad de color. En cada muestra, se obtuvieron 15 mediciones de cada lado del
paladar, determindndose la intensidad de la coloracién histoquimica o inmunohistoquimica
utilizando los mismos parametros de balance de blancos, fondo, iluminacién y contraste en
todas las muestras para garantizar la fiabilidad de la medida. Tras ello, se calcularon medias y

desviaciones estandar de cada marcador en cada grupo de estudio.

7. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se analiza la normalidad de cada distribucion mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Posteriormente, las distribuciones normales (viabilidad celular determinada mediante
la tincidn azul de tripdn y LIVE/DEAD®) se compararon entre dos pases celulares consecutivos

con la prueba T de Student.

Los datos obtenidos en variables no normales, correspondientes a las mediciones del analisis
morfométrico (longitud y altura) se compararon entre los lados derecho e izquierdo del paladar,

y entre los grupos de estudio mediante la prueba exacta de Fisher.

La correlacion entre los resultados obtenidos de los tejidos del paladar blando y el hueso del

paladar se determiné mediante el test de correlacién tau de Kedall.

Para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas para los analisis
cuantitativos de la histoquimica e inmunohistoquimica entre los lados derecho e izquierdo del
paladar, realizados en este trabajo, se utilizd el test U de Mann-Whitney. Ademas, los
porcentajes de intensidad de tincidon obtenidos para cada andlisis (o el porcentaje de células
positivas para BMP2) en el lado derecho del paladar operado se compararon con los diferentes

grupos de estudio mediante el uso de la prueba exacta de Fisher.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de P<0,05. Sin
embargo, para las comparaciones multiples el nivel de significacién ajustado por Bonferroni de

0,0014 fue el considerado como estadisticamente significativo.
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1. ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR

1.1. VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE EL METODO

DE AZUL TRIPAN

El andlisis de viabilidad celular mediante el método de exclusion del colorante vital azul tripan

revel6 una elevada supervivencia media en cada subcultivo, existiendo algunas diferencias

entre unos subcultivos y otros (Tabla 2 y Gréfica 1). En concreto, se aprecié una supervivencia

media superior al 82%, siendo los pases P5 y P6 los que mayor supervivencia muestran, con

una diferencia estadisticamente significativa de P3 a P4 y de P6 a P7, no existiendo diferencias

significativas para el resto de los pases comparados.

P1 P2 P3 P4
Azul Tripan
Media 88,94 89,09 87,88 88,33
SD 7,83 5,15 6,66 5,67
p 0,7923 0,2989 0,9986 0,0005**

(PlvsP2)  (P2vsP3)  (P3vsP4)  (P4vsP5)

P5

93,83
2,76
0,0535

(P5vsP6)

P6

92,18
2,29
0,0001**

(P6vsp7)

P7 P8
83,79 82,26
10,99 5,59

0,96

(P7vsP8)

Tabla 2. Andlisis de viabilidad celular en 8 pases consecutivos (P1 a P8) de células madre del tejido

adiposo (ADCs) usando el analisis por Azul Tripan. De cada pase se han calculado la mediay la

desviacion estandar (SD). Los valores de p corresponden a la comparacion estadistica de dos pases

consecutivos. * valores de p marginalmente significativos. ** valores de p estadisticamente significativos

ajustados por Bonferroni.

79



EVALUACION DE SUSTITUTOS PALATINOS NANOESTRUCTURADOS GENERADOS MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR PARA SU UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

120
100 R2
80 - — a——
60
20 e R 16
0 T T T

1p 2p 3p 4p 5p 6p 7p 8p

Gréfica 1. Porcentajes de supervivencia recogidos por pases.

Ademas, se ha realizado un analisis de las células vivas por cuadrante de cada uno de los
pases comparandolo con los porcentajes de supervivencia. (Gréfica 2) Observando que los

porcentajes medios de células vivas/cuadrante se encuentran todos por encima del 80%.

/\
95']

90 -

= Media del %
85 - supervivencia

B Media del % de
80 - vivas/cuadrante
75 -

R15

R16

Gréfica 2. Comparacion de los porcentajes de supervivencia totales y los porcentajes de células vivas por

cuadrante.
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1.2. VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE ENSAYOS
MIXTOS METABOLICOS Y DE EXCLUSION DE COLORANTES

VITALES FLUORESCENTES

A continuacion, se realiz6 un estudio de viabilidad de cada pase de los cultivos de ADSCs
mediante ensayos mixtos Live/Dead® (Figuras 40 y 41). Los resultados demuestran que los
pases P7 y P8 presentaban los mayores niveles de viabilidad, seguidos de los pases P3 y P6.
Estos resultados sugieren que éstos son los subcultivos con mayor potencialidad para la
fabricacion de tejido 6seo palatino mediante ingenieria tisular. En la Tabla 3 podemos observar
las medias de los porcentajes de supervivencia de los pases celulares de las diferentes

muestras, apreciandose diferencias significativas entre los pases P1y P2 y entre P2 y P3.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Live/Dead®
Media 93.88 94,90 97,29 94,88 95,63 97,23 98,05 97,78
SD 0,29 4,42 1,51 1,81 3,86 2,38 0,91 0,24
p 0,6993 0,0111* 0,0217* 0,6016 0,2820 0,4225 0,5914

(P1vsP2) (P2vsP3) (P3vsP4) (P4vsP5) (P5vsP6) (P6vsp7) (P7vsP8)

Tabla 3. Andlisis de viabilidad celular en 8 pases consecutivos (P1 a P8) de células madre del tejido
adipose (ADCs) usando el andlisis por Live/ Dead®. De cada pase se han calculado la Media y la
desviacion estandar (SD). Los valores de p corresponden a la comparacion estadistica de dos pases
consecutivos. * valores de p marginalmente significativos. ** valores de p estadisticamente significativos

ajustados por Bonferroni.
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RS

Figura 40. Muestras de subcultivos observadas con el microscopio de fluorescencia tras la
tincion con el kit Live/Dead®. Las células rojas son células muertas, mientras que la verdes

corresponden a células viables.
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Figura 41. Muestras de subcultivos observadas con el microscopio de fluorescencia tras la
tincion con el kit Live/Dead®. Las células rojas son células muertas, mientras que la verdes

corresponden a células viables.
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2. ANALISIS MORFOMETRICO DEL PALADAR DE
ANIMALES SOMETIDOS A INJERTO DE

SUSTITUTOS PALATINOS

2.1 ANALISIS DE ANIMALES CON INJERTOS DE SUSTITUTOS DE

MUCOSA PALATINA (GRUPO I)

Inicialmente, realizamos el analisis morfométrico del paladar de los animales incluidos en el
grupo |, en donde, tras realizar un defecto en la fibromucosa del paladar del animal de
experimentacién, se implanté un sustituto de mucosa palatina elaborada mediante Ingenieria
Tisular. Este andlisis inicial nos permite determinar la influencia en el crecimiento del paladar

0seo que tiene el implante de tejido frente a los animales control.

Como se muestra en la Tabla 3 y en la Figura 42, el andlisis morfolégico de la mucosa del
paladar de los animales del grupo CP mostré muy pocas diferencias entre los lados derecho e
izquierdo del paladar. En contraste, los animales del grupo CN1, en los que no se reparé el
defecto de mucosa, mostraron un lado derecho significativamente méas corto que el lado control
izquierdo (p<0,0001), y el lado operado mostré una longitud equivalente al 83,2% del tamafio
del lado control no intervenido. Las diferencias entre CP y CN fueron estadisticamente
significativas (p<0,0001). Sin embargo, cuando se utilizé el implante completo de mucosa del
paladar (animales del grupo 1), no existieron diferencias entre ambos lados del paladar
(p>0,05), y comparado con los grupos control, se encontré una diferencia significativa con el

grupo CN1 (p=0,0004), pero similar al grupo CP (p>0,05).

Posteriormente, realizamos mediciones del hueso del paladar mediante TAC (Tabla 3 y Figura
42), encontrando una correlacidon positiva significativa con los resultados obtenidos para la
mucosa oral del paladar (p=0,0039 y r=0,6363 para la prueba de correlaciéon). De manera

similar, las diferencias entre ambos lados del hueso del paladar no fueron estadisticamente
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significativas para el grupo CP (p>0,05), mientras que el analisis de los animales del grupo CN1
revelo la existencia de diferencias significativas entre ambos lados del paladar (p<0,0001), con
el lado operado, que presentaba el 80,8% de la longitud del lado control. Las diferencias entre
CP y CNL1 para el hueso del paladar fueron también estadisticamente significativas (p<0,0001).
En las mediciones del grupo | se encontraron muy pocas diferencias entre ambos lados del
paladar (p>0,05), mostrando diferencias significativas con CN1 (p=0,0004), pero no con el

grupo CP (p>0,05).

MUCOSA PALADAR

PALADAR OSEO (TAC)

LD %LD Valor P LD %LD Valor P
50,1 49,9 99,6 P=0,9999 49,7 50,3 101,2 P=0,9999
54,6 45,4 83,2 P<0,0001* 55,3 44,7 80,8 P<0,0001*
50,6 49,4 97,6 P=0,4974 50,7 49,3 97,2 P=0,2462
P<0,0001* P<0,0001*
P=0,4975 P=0,6212
P=0,0004* P=0,0004*

Tabla 3. Analisis morfométrico de los tejidos del paladar, mucosa del paladar y hueso palatino,
correspondientes a los diferentes grupos de estudio. LI: porcentaje de la longitud del paladar del lado
izquierdo. LD: porcentaje de la longitud del paladar del lado derecho. %LD: porcentaje de la longitud del
lado derecho en comparacion con el lado izquierdo. Valor P: Comparacion estadistica de las medidas del
lado derecho vs el izquierdo determinada por el test exacto de Fisher. CP: Control positivo; CN1: Control

negativo 1.
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CP CN1 GRUPO |

MP

TAC

Figura 42. Analisis morfométrico de la mucosa del paladar y el crecimiento 6seo de los diferentes grupos
de estudio. CP: controles positivos. CN: controles negativos. Grupo |. MP: mucosa palatina. La longitud de

los lados derecho e izquierdo se representa mediante flechas.

2.2. ANALISIS DE ANIMALES CON INJERTOS DE SUSTITUTOS DE

HUESO PALATINO (GRUPO II)

Como se muestra en la Tabla 4 y la Grafica 3, el analisis morfométrico de los tejidos del
paladar blando (mucosa palatina) correspondiente a los animales del grupo CP mostr6 que la
distancia desde el rafe palatino medio a los segundos dientes molares fue muy similar en los
lados derecho e izquierdo en el plano transversal (Figura 43). Por el contrario, los conejos del
grupo CN2 mostraron que el lado operado del velo del paladar era mas corto que el lado no

operado (lado control), con una diferencia de longitud de mas de 20% entre ambos lados,
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siendo significativamente diferente a los controles positivos CP. Los animales correspondientes
al grupo Il mostraron pocas diferencias entre el lado operado y el lado control del paladar
blando y fueron significativamente diferentes a los CN2. No se encontraron diferencias
significativas entre los animales del grupo Il analizados tras 1 mes de evolucién y animales del

grupo Il con 4 meses de evolucion.

Al igual que ocurria en el grupo |, el analisis morfométrico de los tejidos de paladar duro (hueso
del paladar) de los animales del grupo Il mostré gran correlacién con los datos obtenidos para
los tejidos blandos (mucosa palatina) (p = 0,00001 y r = 0,96969 para la prueba de Kendall tau)
(Tabla 5). Para estos grupos de estudio, no se encontraron diferencias significativas entre CP y
CN2, y entre CN2 y los animales del grupo Il con hueso injertado (Tabla 4 y Grafica 3). Como
se muestra en la Figura 44, la TAC de los animales del grupo Il muestra muy pocas diferencias
entre el lado control y el lado operado del paladar duro, mientras que se encontré una mala
alineacion de la sutura central del paladar duro en los CN2. La cuantificacién de la altura del
hueso en el plano coronal mostré que las diferencias entre el derecho y el lado izquierdo eran
pequefias en todos los grupos de estudio, aunque el analisis tomografico de animales del grupo
Il tendié a mostrar una distribucion mas regular del hueso cortical y esponjoso en comparacion
con el los controles negativos (Figura 44). Los resultados obtenidos para las medidas de TAC
tendian a correlacionar con los datos obtenidos para los tejidos blandos (p = 0.00916 y r =
0,57575) y para los tejidos duros (p = 0.00608 y r = 0.60606) en el plano transversal, aunque la
significacion estadistica no se alcanza cuando se considera el valor de p corregida por

Bonferroni (Tabla 5).

Los resultados obtenidos con la reconstruccion 3D de los animales de los grupos CN2 y grupo
Il, muestran una estructura mas simétrica del paladar duro en animales del grupo Il que en los
CN2. Mientras los animales del grupo CN2 presentaron clara asimetria entre ambos lados del
paladar, los animales del grupo Il evaluados a los 4 meses tenian un paladar normal, con

longitud y area comparables en ambos lados del paladar.
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MUCOSA ORAL

HUESO PALADAR

HUESO PALADAR

(LONGITUD) (ALTURA)
D I D | R I
CP 49,65+0,15 50,35+0,15 50,15+0,41 49,85+0,32 51,22+0,02 48,78+0,15
CN2 39,78+0,15 60,22+0,15 38,57+1,74 61,43+1,50 46,15+0,15 53,85+0,15
Grupo Il 1 mes 49,36+0,19 50,64+0,43 48,21+0,44 51,79+0,36 50,55+0,24 49,45+0,25
Grupo Il 4 mes 46,34+0,47 53,66+0,62 47,21+0,52 52,79+0,23 52,51+1,12 47,49+1,03
CPvsCN2 0,00001** 0,00000** 0,10055
CPvs 0,99999 0,12124 0,99999
Grupo Il 1
p mes
valor CPvs 0,02786* 0,02893* 0,44475
Grupo Il 4
meses
CN2vs 0,00000** 0,0011** 0,56792
Grupo Il 1
mes
CN2vs 0,00720 0,00102** 0,56793
Grupo Il 4
meses
Grupo Il 1 0,06486 0,74753 0,21165
mes vs
Grupo Il 4
meses

Tabla 4. Analisis morfométrico de los tejidos blandos (mucosa palatina) y duros (longitud y altura del

hueso palatino) de los controles y el hueso generado por bioingenieria al mes y a los 4 meses del injerto.

Para cada medida, se determinan los porcentajes de distancia (longitud y altura) correspondiente del lado

derecho (operado) e izquierdo (no operado).Las mediciones se muestran con media+DS. El valor de p

corresponde a la comparacion estadistica entre grupos, usando el test exacto de Fisher. En cada caso, el

porcentaje correspondiente del lado derecho de un grupo se compara con el porcentaje del lado derecho

de otro grupo. CP: control positivo; CN2: control negativo 2; *valores de p significativos. ** valores de p
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25

B Mucosa oral

B Hueso paladar (longitud)

0 Hueso paladar (altura)

PORCENTAJE EN EL LADO IZQUIERDO MENOS
PORCENTAJE DEL LADO DERECHO

Controles Controles

o - Grupo Il 1 Grupo Il 4
positivos negativos

mes meses

Grafica 3. Histograma que representa las diferencias encontradas entre los lados derecho e izquierdo de
cada grupo de estudio y para la mucosa oral y el hueso del paladar (longitud y altura). Todos los valores

son la diferencia de porcentaje entre el lado izquierdo y el derecho.

Figura 43. Apariencia macroscoépica de los tejidos blandos del paladar correspondiente a cada grupo de
estudio. (A) CP; (B) CN2; (C) animales con un sustituto de hueso palatino implantado (grupo Il) tras 1 mes
del implante; (D) animales con un sustituto de hueso palatino implantado (grupo Il) tras 4 meses del
implante. Todas las imagenes corresponden a una vision central del paladar, lado derecho operado (R) y

lado izquierdo no operado (L).
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PALADAR PALADAR TAC
MUCOSA ORAL OSEO
PALADAR - p=0,00001 p=0,00916
MUCOSA r=0,96969 r=0,57575
ORAL
PALADAR p=0,00001 - p=0,00608
OSEO r=0,96969 r=0,60606
TAC p=0,00916 p=0,00608 -
r=0,57575 r=0,60606

Tabla 5. Correlacion entre los diferentes parametros analizados en el andlisis morfométrico llevado a cabo

usando el test correlacional tau de Kendall.

R

Figura 44. Imagen TAC (reconstruccién 3D), tomografia e imagenes de micro-TAC del paladar duro de los
animales del grupo CN2 y animales con un sustituto de hueso palatino implantado (grupo Il) de 4 meses
de seguimiento. (A) TAC con reconstruccién 3D de CN2; (B) TAC con reconstruccion 3D de animales del

grupo Il a los 4 meses tras implante; (C) tomografia coronal de un animal del CN2 a los 4 meses; (D)
tomografia coronal de un animal del grupo Il a los 4 meses; (E) micro-TAC 3D de animal del CN2 a los 4

meses del implante; (F) micro-TAC 3D de animal del grupo Il a los 4 meses del implante.
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3. ANALISIS HISTOLOGICO E
INMUNOHISTOQUIMICO DE LOS SUSTITUTOS DE

MUCOSA ORAL Y HUESO DEL PALADAR

3.1. ANALISIS DE ANIMALES CON INJERTO DE SUSTITUTOS DE

MUCOSA PALATINA (GRUPO I)

El analisis histologico mediante hematoxilina-eosina del hueso palatino correspondiente a las
diferentes muestras tisulares de los animales del grupo | y los controles CP y CN1 revel6 muy
pocas diferencias entre los diferentes grupos de estudio (Figura 45). Sin embargo, el analisis
histolégico del sustituto completo de mucosa oral generado in vitro, previamente a su implante,
mostré una capa estromal fibrilar con numerosos fibroblastos inmersos en su interior y una
capa superficial bien estructurada con 2-3 capas de células de queratinocitos. Una vez
implantada in vivo, la mucosa oral correspondiente al lado operado mostr6 varias diferencias
entre los grupos. En primer lugar, los CP mostraron las crestas epiteliales tipicas y las papilas
coriales en la unién del estroma con el epitelio, con mas de 20 capas de células en algunas
regiones del epitelio. En contraste, la mucosa oral correspondiente a los CN1 habia perdido las
crestas epidérmicas y las papilas coriales, y la unién era muy plana, con un menor nimero de
capas de queratinocitos. Por ultimo, la mucosa oral en las muestras de los animales del grupo |
se parecia altamente a la estructura de la mucosa de los CP, con crestas epidérmicas bien

estructuradas, papilas coriales y un gran numero de capas de células epiteliales.
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Figura 45. Andlisis histologico de la mucosa del paladar y el hueso tefiidos con hemotoxilina-eosina. Para
cada grupo se muestran el hueso y la mucosa oral. CP: controles positivos; CN: controles negativos del
grupo | (CN1); Grupo I: animales con sustituto de mucosa palatina implantado. OM: mucosa oral. Bone:

Hueso. Pre: aspecto del tejido artificial antes del implante in vivo.

Sin embargo, cuando se analiz6 la matriz extracelular del hueso palatino mediante histoquimica

e inmunohistoquimica, encontramos algunas diferencias entre las muestras.

En primer lugar, la deteccion de las fibras de coldgeno mediante la tincidbn con picrosirius y
visualizacion mediante microscopio de luz polarizada (Figura 46) mostré que las fibras de
colageno estaban orientadas correctamente y mostraron una alta compactaciéon en el lado no
operado (izquierdo) del paladar de todos los animales. En contraste, el lado operado (derecho)
correspondiente a CN1 mostr6 menor cantidad de fibras y menor compactacion, con una
estructura fibrilar mas heterogénea en el lado derecho y una estructura mas homogénea en el
lado izquierdo. Las diferencias entre los animales CN1 y los CP o los animales del grupo |

fueron estadisticamente significativas (Tabla 6). Del mismo modo, el analisis cuantitativo de la
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intensidad de tincion de fibras de colageno mostrd diferencias significativas entre el lado
derecho vy el lado izquierdo del paladar 6seo solo para CN2, pero no para los CP, y ademas la
intensidad de la tincion del lado operado de los animales del grupo | fue similar a la de los
animales del grupo CP (Tabla 6).

Cuando se analiz6 la concentraciéon de decorina, encontramos cantidades muy bajas de esta
molécula en todas las muestras, sin diferencias entre los lados derecho e izquierdo de
cualquiera de los grupos (Figura 46 y la Tabla 6). Comparaciones bilaterales entre grupos

mostraron diferencias significativas entre los animales del grupo | y los otros grupos control, CP

y CN1.
Ladoizquierdo  Ladoderecho  Ladoizquierdo  Lado derecho
l ;:°'.'I .¢:r
T SR
:' ‘f ) ;\ s .';.I
<
)
CN1
- . .\‘\ \
| -
BT S - =
Grupol : , . 2
4 '\ x

Picosirius Decorina

Figura 46. El andlisis histolégico de las fibras de coladgeno y de la concentracion de decorina en la médula
paladar de los controles positivos (CP), controles negativos (CN1), y el grupo | de animales con implante
de mucosa oral generada por bioingenieria, mediante tincién con luz polarizada picrosirius e
inmunohistoquimica, respectivamente. Para cada grupo, se muestran imagenes del lado derecho e

izquierdo del paladar.
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El andlisis con Azul Alcian del contenido de proteoglicanos en la matriz extracelular dsea
mostrd que la presencia de estos componentes también varié entre los diferentes grupos de
estudio (Figura 47 y Tabla 6). Asi, el analisis de las muestras de los CP la presencia de estos
componentes de la matriz extracelular (MEC) a nivel pericelular y extracelular, sin diferencias
significativas en la intensidad de la tincion entre el lado derecho y el izquierdo. Sin embargo, se
detect6 una mayor presencia de estos componentes no fibrilares en el lado derecho (el lado
operado) del hueso palatino de los CN1 en comparacion con el lado de control izquierdo de los
mismos animales, existiendo diferencias estadisticamente significativas con los CP y los
animales del grupo |. Los proteoglicanos se observaron con alta intensidad en la matriz
extracelular del tejido 6seo en el lado de la lesion, mientras que estos componentes tendieron a
ser pericelulares en el lado izquierdo de control de estos animales. Finalmente, las muestras
del grupo | mostraron una presencia homogénea de proteoglicanos en ambos lados del paladar
0seo, sin diferencias estadisticamente significativas entre los lados y con los CP. Ademas, el
patron de expresion de estos componentes de la MEC era principalmente pericelular, y no
extracelular.

El andlisis de glicoproteinas del hueso determinado por PAS (Figura 47 y Tabla 6) reveld una
distribucion homogénea entre ambos lados del paladar en los CP y el grupo |, pero un mayor
contenido de glicoproteinas en el lado derecho operado de los CN1. Las diferencias entre
ambos lados del paladar fueron estadisticamente significativas. Curiosamente, la presencia de
glicoproteinas en el grupo | fue estadisticamente similar al grupo de CP y diferente al grupo de

CN1.

94



EVALUACION DE SUSTITUTOS PALATINOS NANOESTRUCTURADOS GENERADOS MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR PARA SU UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

Ladoizquierdo Ladoderecho  Ladoizquierdo  Ladoderecho

14

) } 1 A g

CP

CN1

Azul Alcian

Figura 47. El analisis histolégico de los proteoglicanos y las glicoproteinas del paladar éseo de los
diferentes grupos de estudio: controles positivos (CP), controles negativos (CN1), y el grupo | de animales
con implante de mucosa oral generada por bioingenieria (MOB), mediante tinciéon con azul Alcian y PAS,

respectivamente. Para cada grupo, se muestran imagenes correspondientes a ambos lados del paladar.

Por dltimo, el andlisis de los marcadores 6seos osteocalcina y BMP2 revel6 que la presencia
de BMP2 se restringio a la poblacion de células osteociticas, mientras que la osteocalcina fue
extracelular. La comparacion entre los lados derecho e izquierdo del hueso palatino mostré que
la expresion de ambos componentes se distribuyd de manera similar en ambos lados del
paladar, con diferencias no significativas entre los lados en todos los grupos de estudio (Figura
48 y la Tabla 6). Ademas, no se encontraron diferencias entre los grupos de estudio para BMP2

ni para osteocalcina.
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Ladoizquierdo  Ladoderecho Lado |zqu|erdo Lado derecho

Figura 48. El analisis histolégico de la BMP2 y la osteocalcina en los grupos de estudio: controles
positivos (CP), controles negativos (CN1) y el grupo | de animales con implante de mucosa oral generada
por bioingenieria, mediante inmunohistoquimica. La BMP2 es intracelular, mientras que la osteocalcina
(OCN) esta presente en la matriz extracelular del hueso paladar. Para cada grupo se muestran imagenes

correspondientes a la parte de control izquierda y al lado derecho del paladar.
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Intensidad Dvs | Intensidad Dvs | Intensidad Dvs | Intensidad Dvs | Intensidad Dvs | Intensidad Dvs |
CP lzqda. 187.9+20.5 P=0.1053 60.1+2.8 P=0.3589 72.4+9.0 P=0.7563 19.1+4.0 P=0.1664 41.4+9.8 P=0.1961 60.548.1 P=0.1299
Drcha 202.8+27.5 68.7+6.9 73.3+7.2 15.7+3.5 47.6+15.2 58.0+5.5

CN1 Izqda. 193.8+27.4  P<0.0001 69.2+4.4 P=0.0714  83.8+11.8 P=0.0003* 19.7+£8.7 P<0.0001*  38.0+10.2 P=0.6293  65.3%6.5 P=0.1552
* J R J R
Drcha  117.8+23.7 62.9+4.4 103.0+12.8 47.6x15.6 36.2+9.8 67.3+8.0

Grupo | lzgda. 171.4+37.0 P=0.3519 58.9£3.6 P=0.7226 87.4+9.1 P=0.0926 23.0£7.6 P=0.7289 99.3+£35.9 P=0.6509 55.6+10.5 P=0.0715

Drcha  160.8+22.3 59.4+3.5 93.048.7 26.0+6.8 104.0+16.1 60.0£9.0
CPvs. CN1 P<0.0001* P=0.4989 P<0.0001* P<0.0001* P=0.0813 P=0.9999
CP vs. Grupo | P=0.9999 P=0.0013* P=0.1184 P=0.9999 P=0.0813 P=0.5371
CN1vs. Grupo | P<0.0001* P=0.0185* P=0.0092* P<0.0001* P=0.9999 P=0.3311

Tabla 6. El analisis cuantitativo de colageno, proteoglicanos, decorina, osteocalcina, glicoproteinas y BMP2 en los controles positivos (CP), controles negativos (CN1), y el grupo | con
implante de mucosa oral, determinados por histoquimica o inmunohistoquimica . Todos los resultados corresponden a un promedio de valores de intensidad + desviacion estandar

determinado por el software ImageJ, a excepcion de la BMP2, que se expresa como porcentaje de células positivas por area de tejido + desviacion estandar.
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3.2 ANALISIS DE ANIMALES CON INJERTOS DE SUSTITUTOS DE

HUESO PALATINO (GRUPO II)

En primer lugar, se analizaron los tejidos palatinos correspondientes a los diferentes controles
CP y CN2, asi como a los animales del grupo de estudio Il utilizando tinciones histolégicas de
hematoxilina-eosina. De este modo, se pudo observar que, a diferencia de los CP, la estructura
del hueso palatino correspondiente a los CN2 presentaba diferencias histologicas entre los
lados derecho e izquierdo, con una estructura de hueso desorganizado y con alta densidad
Osea en la zona del procedimiento quirdrgico, y un hueso bien estructurado en el lado no
intervenido (Figura 49). Sin embargo, las muestras correspondientes a animales del grupo Il
eran mas simétricas, con un tejido bien organizado en la zona de implante, siendo este
resultado similar a los CP. Las diferencias entre los lados derecho e izquierdo no eran

evidentes en los animales del grupo | ni al mes ni a los 4 meses de evolucion.

En segundo lugar, se analizaron distintos componentes del hueso palatino mediante técnicas

histoquimicas e inmunohistoquimicas, obteniéndose los siguientes resultados:

Cuando se analizé la distribucién de colageno en cada animal mediante picrosirius polarizado,
se encontré un patrén regular de alineacién de colageno en todos los animales, incluyendo los

CP y CN2 y los animales del grupo Il.

Posteriormente, se analizé mediante inmunohistoquimica la expresién de osteocalcina (Figura
50), encontrando que la distribucion de este marcador 6seo era homogénea y preferentemente
restringida a zonas de lagunas pericelulares de osteocitos y a los limites de las laminas de
hueso en los CP. En contraste, el analisis de los CN2 mostré una expresion pericelular de la
osteocalcina, con poca expresion en la matriz extracelular 6sea. El grupo Il de animales
mostro expresion de osteocalcina tanto pericelular como extracelular, aunque la distribucion de
este marcador tendia a ser mas intensa en los limites de las laminas solamente en los

animales de 4 meses, siendo mas irregular en los animales de 1 mes de evolucién.
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Control Positivo Control Negativo 2 Grupo Il (1 mes) [ | Grupo Il (4 meses)
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Figura 49. Estudio histoldgico de los distintos grupos mediante tincion con hemoxilina-eosina y picosirius
con luz polarizada. Todas las imagenes corresponden a cortes coronales del hueso del paladar,
incluyendo la parte derecha (R) operada y la parte izquierda (L) control. HB: animales del grupo de

estudio Il.

Por otro lado, el analisis de tejido 6seo usando tincién de azul de toluidina confirmé una
distribucion més regular del tejido 6seo, que muestra un patrén laminar con laminillas 6seas
bien organizadas que rodean las zonas vasculares en los CP y los animales del grupo I, tanto
al mes del implante como a los 4 meses, con pocas areas de tejido osteoide, especialmente
después de 1 mes de la intervencién quirdrgica. Por el contrario, los CN2 mostraron un patrén
no laminar con varias areas de tejido osteoide, similar al existente en muestras de hueso

inmaduro.

Por ultimo, el andlisis de la expresion de la proteina MMP14 (Figura 50) mostré una expresion
negativa en los CP, existiendo también negatividad de expresion de dicha proteina en el grupo
Il de animales, tanto después de un mes como tras 4 meses del implante quirdrgico. Sin
embargo, los CN2 muestran algunas areas de expresion de MMP14 en la matriz extracelular

del tejido 6seo regenerado.
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Figura 50. Analisis histolégico e inmunohistoquimico de las muestras de los distintos grupos de estudio (CP, CN2 y animales del grupo Il de 1 mes y 4 meses), para la
presencia de osteocalcina, histoquimica con Azul de Toluidina y para la presencia de proteina MMP-14. Todas las imagenes corresponden al lado derecho del paladar, donde

se realiz6 el procedimiento quirdrgico. Escala bar = 50 pm.
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La Ingenieria Tisular es una de las areas de la biotecnologia que mas se ha desarrollado en los
Gltimos afios, debido a su capacidad potencial para la fabricacion in vitro de tejidos y érganos
para su implante en pacientes necesitados de los mismos. En el campo de la Medicina, nos
encontramos, en ocasiones, con patologias que tienen dificil solucion o resultados con
complicaciones, y es en este campo en donde la Ingenieria Tisular nos ofrece alternativas, que
segun van demostrando los estudios publicados, reducen las complicaciones y mejoran los
resultados.

La generacion de tejidos artificiales mediante ingenieria tisular depende, en la practica, de dos
factores fundamentales: la existencia de un sustrato tridimensional en el que las células puedan
diferenciarse y proliferar adecuadamente, y la disponibilidad de una fuente de células madre
con un potencial de viabilidad adecuado, ya que ésta viabilidad nos garantizara los resultados

finales en su implante en seres vivos.

La reparacion quirdrgica del defecto de la linea media en los pacientes con fisura palatina se
basa en la restauracion de la separacion anatomica entre cavidad oral y nasal, para asi
conseguir recobrar las funciones tan importantes en la vida cotidiana como el habla, la
masticacion y la respiracion, y preservar el potencial de crecimiento normal de la zona afectada
a nivel palatino con buenos resultados estéticos. (Shi B 2015) Los inconvenientes y efectos
secundarios de la estafilorrafia y la alveoloplastia actual hacen necesaria la blUsqueda de
herramientas terapéuticas alternativas para minimizar las complicaciones. En este contexto, el
desarrollo reciente de la ingenieria tisular nos permite utilizar tejidos elaborados en laboratorio
para la practica clinica, sin necesidad de biopsias de tejidos autélogos para reconstruccion de

defectos, como es el caso de las biopsias de cresta iliaca para la fisura alveolar, y evitando con

102



EVALUACION DE SUSTITUTOS PALATINOS NANOESTRUCTURADOS GENERADOS MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR PARA SU UTILIZACION EN EL TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

ello el dolor postoperatorio tan importante de estos pacientes. Hasta la fecha se han obtenido
resultados prometedores con el uso clinico de varios tejidos elaborados mediante ingenieria
tisular en nifios, incluyendo piel (Escamez, Garcia et al. 2010), vejiga urinaria (Atala 2008) y

mucosa oral (Llames, Recuero et al. 2014).

A lo largo de la presente Tesis se han estandarizado protocolos para la generacion de
sustitutos de mucosa y hueso palatino tanto in vivo como in vitro con el objetivo de valorar la
utilidad clinica del uso de estos tejidos biolégicos para la cirugia de la Fisura Palatina en un
futuro, consiguiendo una separacién entre cavidad oral y nasal mas anatomica y un mejor

crecimiento del hueso palatino, y minimizando las complicaciones.

En primer lugar, se cultivaron en el laboratorio los dos tipos celulares principales de la mucosa
oral, los fibroblastos y los queratinocitos, asi como las células madre mesenquimales de la
grasa. Estos cultivos se obtuvieron a partir de pequefias biopsias de mucosa palatina y tejido
adiposo extraidas de animales de experimentacién previamente anestesiados. Los cultivos de
fibroblastos y de células madre de la grasa demostraron una elevada tasa de proliferacion y un
rapido crecimiento en medios de cultivo basicos, coincidiendo ésto con otros estudios ya
publicados (Orwin and Hubel 2000; Teixeira, Nealey et al. 2004; Alaminos, Garzon et al. 2007;

Sanchez-Quevedo, Alaminos et al. 2007).

Uno de los primeros parametros que analizamos fue la viabilidad de los diferentes pases de
cultivos de las células madre mesenquimales del tejido adiposo para conocer que pases
celulares eran los mejores para garantizar unos resultados finales méas 6ptimos. En concreto,
estos cultivos presentaban una supervivencia media superior al 82% mediante la técnica de
azul tripan, siendo los pases P5 y P6 (93,83% y 92,18%, respectivamente) los que mayor
supervivencia mostraban, con una diferencia estadisticamente significativa de P3 a P4
(p<0,0005) y de P6 a P7 (p<0,0001), y no existiendo diferencias significativas para el resto de
los pases comparados. También se utilizaron ensayos mixtos de Live/Dead® para el estudio de

la viabilidad, demostrando que los P7 y P8 (98,05% y 97,79%, respectivamente), seguidos de
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P3 y P6 (97,29% y 97,23%, respectivamente), presentaban altos niveles de viabilidad. Estos
resultados sugieren que éstos son los subcultivos que poseen mayor potencialidad para la
fabricacion de tejido 6seo palatino mediante Ingenieria Tisular. Esto coincide con resultados
previos de nuestro grupo de investigacion en donde se demuestra que las células madre
mesenquimales son altamente viables en el Pase 6 y por ello son las que deberian ser
utilizadas para la terapia celular y las estrategias de Ingenieria Tisular (Garzon, Perez-Kohler et
al. 2012), aunque no todas las células madre mesenquimales son iguales (Martin-Piedra,

Garzon et al. 2013).

Algunos parametros pueden influir en la viabilidad celular, como son: la edad de los animales y
el método utilizado para la recogida de las células. Hay que sefalar que las células utilizadas
en la presente tesis doctoral se obtuvieron a partir de biopsias de tejido adiposo de conejos (de
3-4 semanas de vida). En este sentido, futuras investigaciones podrian estar encaminadas
hacia la determinacion de los patrones de viabilidad de las células mesenquimales obtenidas
de pacientes de diferentes edades y con diferentes métodos de aislamiento celular, que podria

afectar a la viabilidad celular (Sieber and Van Beek 2013; Sieber, Suszynski et al. 2014).

En segundo lugar, y una vez conseguida la proliferacién y confluencia de los cultivos, se
procedio a la fabricacion de constructos artificiales de mucosa palatina y de hueso utilizando un
soporte estromal compuesto por fibrina y agarosa al 0,1%, el cual nos permite construir
sustitutos de mucosa y hueso con elevados indices de consistencia, lo cual favorece la
manipulacion para su posterior implante in vivo. Todo ello, basandonos en los resultados
positivos obtenidos en estudios previos con andaminos de fibrina-agarosa para la elaboracién
de tejidos artificiales (Garzon, Serrato et al. 2009; Gonzalez-Andrades, Garzon et al. 2009;
Carriel, Garzon et al. 2012; Carriel, Scionti et al. 2015). La utilizacién de fibrina, al proceder de
plasma sanguineo, incorpora numerosas citoquinas y factores de crecimiento que generaran en
su conjunto un microambiente adecuado para la proliferacién celular. Ademas, también hemos
utilizado las células madre mesenquimales en el seno de este biomaterial previamente
disefiado para, mediante procesos de transdiferenciacion (Carriel, Garrido-Gomez et al. 2013;
Garzon, Miyake et al. 2013), obtener tejidos osteogénicos capaces de expresar genes

osteoblasticos y desarrollar osteocitos, con adecuados niveles de calcificacion demostrados in
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vitro en algunos estudios (Nieto Aguilar R 2011), pero no evaluados in vivo hasta la presente

Tesis.

Posteriormente, se procedié al implante de los distintos sustitutos obtenidos mediante
ingenieria en los animales de experimentacion, clasificando a los mismos en distintos grupos

de estudio para su posterior comparacion.

Los resultados del estudio in vivo confirmaron que la extirpacion de la fibromucosa palatina
junto con el periostio, con exposicion ésea del paladar se asocié a un deterioro significativo de
crecimiento y desarrollo del paladar, en comparacién con los animales control positivo, en los
que no se realizdé ningan procedimiento. Aunque los resultados deben ser confirmados por
estudios posteriores con un tamafio de muestra mas grande, este modelo de defecto 6seo del
paladar puede reproducir la hipoplasia maxilar y del paladar 6seo encontrado en los nifios con
paladar hendido y fisura alveolar (Panetta NJ 2008). Sin embargo, el uso de un sustituto
mucosa oral completa mejord significativamente el crecimiento y el desarrollo paladar, sin
diferencias con los animales de control positivo. Esto sugiere que los sustitutos de mucosa oral
obtenidos mediante ingenieria tisular fueron capaces de integrarse en el sitio del defecto y
mejorar cicatrizacion palatina, la retraccion y el crecimiento alterado, al funcionar como un
reemplazo biolégico eficiente de los tejidos blandos del paladar. Estos resultados sugieren que
la utilizaciébn de un sustituto de mucosa oral completa es necesario para el crecimiento y

desarrollo adecuados paladar.

Una vez que se analizaron las diferencias morfoldgicas entre los grupos de estudio, se evalu6
la estructura de la mucosa palatina y el hueso para determinar si estos cambios morfoldgicos

se asociaron a modificaciones histolégicas.

Histolégicamente, el hueso paladar consiste en una matriz extracelular (MEC) muy densa en la
gue varios tipos de células residen. La MEC es un complejo de macromoléculas

autoensambladas  predominantemente  compuestas por colagenos, glicoproteinas,
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proteoglicanos, fibras no colagenas y otros componentes (Gentili and Cancedda 2009), y todos
estos componentes son importantes para la fisiologia correcta del hueso, la diferenciacion
celular, nutriciéon celular, la difusién de oxigeno y otras funciones. (Badylak 2007; Oliveira,

Garzon et al. 2013)

Uno de los principales componentes de la MEC 6sea son fibras de colageno, cuya presencia y
la correcta orientacion y organizacién son cruciales para un depdsito, fijaciéon y alineacién
adecuada de los cristales de hidroxiapatita inorganicos y para el anclaje de muchos de los otros
constituyentes del hueso (Camozzi, Vescini et al. 2010). A su vez, las fibrillas de colageno se
asocian a moléculas decorina in vivo, que desempefian un papel importante en la formacion de
dichas fibras de colageno (Reed and lozzo 2002). Tras este estudio, hemos encontrado en los
CN1 existian alteraciones importantes de la cantidad y la compactacion de las fibras de
colageno del hueso en el lado paladar intervenido, revelando que los cambios morfoldgicos que
se encuentran en estos animales se asocian a las modificaciones histolégicas de la MEC 6sea,

y ello, a su vez, dara lugar a una mucosa oral de peor calidad.

Al cubrir el defecto 6seo con el sustituto autélogo de mucosa oral (grupo ) se produjo un efecto
positivo sobre la cantidad y la compactacion de las fibras de colageno del hueso, que fueron
similares en los animales del grupo de CP, y ésto se acompafid por una mucosa oral bien
estructurada e integrada en el sitio de acogida (zona del implante del injerto). Aunque se
encontraron diferencias significativas para el colageno, el andlisis de decorina sugiere que este
componente no varié del lado izquierdo al lado derecho en cualquiera de los grupos de estudio,
por lo que esta proteina no parece verse afectada por el procedimiento de denudacion hueso.
Ademas, llegamos a la conclusién de que aunque la cantidad y la compactacion de colageno
pueden ser diferentes entre los grupos de estudio, la estructura tridimensional y la maduracién

de las fibras de colageno parecen ser similares en todos ellos.

Por otra parte, cabe destacar que la MEC Osea es rica en componentes organicos no
colagenos tales como proteoglicanos y glicoproteinas. Los proteoglicanos estan ampliamente

distribuidos en la matriz 6sea, donde estan unidos a las superficies de fibrillas de colageno y
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actian como reguladores importantes del crecimiento de fibrillas y la mineralizacion ésea (de
Souza Merli, de Medeiros et al. 2012; Eyre and Weis 2013). Del mismo modo, las
glicoproteinas asociadas a MEC 0sea juegan un papel importante en el control del estado
dinamico del metabolismo de la matriz y de las células, y se han detectado en las primeras
etapas de la morfogénesis 6sea (de Souza Merli, de Medeiros et al. 2012). Encontramos una
mayor expresion de ambos componentes de la MEC en el lado derecho operado de animales
correspondiente a CN1, lo que sugiere que el desarrollo 6seo fue alterado de manera
significativa después de que los tejidos blandos fueran retirados durante el crecimiento del
paladar. De hecho, este hueso desarrollado rico en proteoglicanos y glicoproteinas, implica que
este tejido se encuentra en un proceso de remodelacién y regeneracion. La correlacién de
estos resultados con los bajos contenidos de coldgeno que se encuentra en el mismo hueso
sefiala la posibilidad de que este hueso puede ser menos maduro que el hueso de control que
se encuentra en el lado izquierdo no operado, ya que el contenido de matriz osteoide es
generalmente pobre en fibras de colageno y rica en proteoglicanos y glicoproteinas. En
contraste, la aplicacion de un sustituto de mucosa oral se asocié a un mejor desarrollo del
tejido 6seo con un contenido menor de proteoglicanos y glicoproteinas y una mayor cantidad
de coldgeno, no existiendo diferencias entre ambos lados del paladar. En conjunto, todos estos
hallazgos demuestran que el uso de estos sustitutos artificiales elaborados mediante ingenieria

sobre el hueso denudado fueron capaces de mejorar significativamente el desarrollo del hueso.

Por dltimo, se analizé la expresion de dos componentes seos que se sintetizan y expresan por
los osteocitos: la osteocalcina y la proteina morfogenética ésea 2 (BMP2). Ambas son
esenciales para la unién del calcio y la mineralizacion 6sea (Camozzi, Vescini et al. 2010; Lo,
Ulery et al. 2012) y pueden desempefiar un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de los
huesos. Los resultados encontrados revelan diferencias entre el lado derecho y el lado
izquierdo para cualquiera de los grupos de animales. Esto sugiere que la fisiologia normal de
los osteoblastos se puede conservar en todos los grupos y que los cambios encontrados en el
hueso paladar que queda expuesto al ambiente en los CN1 no afecté estas dos proteinas

sintetizadas por los osteoblastos.
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De acuerdo con nuestros resultados, la proteccion del hueso palatino por la mucosa oral es
importante para el desarrollo del mismo, y la denudacién de este hueso afecta al colageno, los
proteoglicanos y las glicoproteinas, pero no a la decorina, la osteocalcina o la BMP2. El uso de
un sustituto de mucosa oral generado por bioingenieria que es capaz de integrarse en el tejido
huésped, mejora del crecimiento y el desarrollo paladar mediante la prevencion de las
alteraciones encontradas en los casos con hueso denudado. Esta mejora se asocia a una
mejor calidad a nivel histolégico de la mucosa oral y de la MEC 6sea, lo que sugiere que este
hueso es mas maduro y mejor diferenciado que el hueso denudado que se deja expuesto al
medio ambiente oral. La razén por la cual el sustituto de mucosa oral es capaz de mejorar el
desarrollo del hueso necesita el desarrollo de nuevos estudios. Una posibilidad es que el uso
de un sustituto del tejido en el lado operado puede disminuir o prevenir la formacion de
cicatrices retractiles. Otra posibilidad es que la mucosa oral artificial puede ser capaz de
sintetizar y liberar importantes factores paracrinos inductivos que pueden ser necesarios para
un adecuado crecimiento y desarrollo 6seo del paladar. De hecho, los queratinocitos humanos
son capaces de liberar y activar una serie de cascadas de sefializacién que se rigen por las
interacciones de los queratinocitos de los receptores a través de circuitos autocrinos (Suter,

Schulze et al. 2009) y paracrinos. Nuevos estudios seran necesarios para aclarar esta cuestion.

En conclusién, todos los resultados obtenidos en la presente Tesis apoyan la utilidad potencial
de los sustitutos de mucosa oral generados mediante Ingenieria Tisular para el tratamiento de
pacientes con fisura palatina y otros procedimientos quirlrgicos en los que sea necesaria la
denudacién del paladar, ya que son capaces de mejorar los resultados clinicos y evitar
alteraciones en el crecimiento del paladar. Los ensayos clinicos futuros deberian encaminados

a determinar si los resultados obtenidos en animales son reproducibles en los seres humanos.

Al realizar nuestro estudio sobre los sustitutos de hueso obtenidos mediante ingenieria tisular
para reparar el defecto 6seo, como ocurria en el caso de la utilizacion de sustitutos de mucosa
palatina, también fueron capaces de mejorar el crecimiento y desarrollo del hueso palatino en
los animales, y nuestros resultados sugieren que la tasa de crecimiento de ambos lados del

paladar era equivalente y homogénea.
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La extirpacion de un cilindro éseo sin implante de ningln sustituto (CN2) origina una importante
alteracién del crecimiento en ese lado del paladar, diferencias que se acentdan con el
crecimiento del animal, siendo mayores las diferencias, entre el lado no operado y el operado,
cuando analizamos las medidas a los 4 meses tras la cirugia que al mes de la misma, se

explica este hallazgo por dar mas tiempo a que las alteraciones del crecimiento se manifiesten.

Durante los estudios morfométricos observamos que sélo los animales del grupo Il que
corresponden a 1 mes de evoluciéon no difirieron de los controles positivos. Aunque estos
animales deben compararse preferentemente en futuros trabajos con controles negativos
correspondientes también al 1 mes de evolucion, nuestro hallazgo puede explicarse por el
hecho de que el crecimiento y desarrollo de los huesos del paladar es incompleto en los
animales con 1 mes de seguimiento postoperatorio y por tanto, ambos lados de la boca son
mas similares. A los 4 meses, por otro lado, el crecimiento y el desarrollo de todo el hueso del
paladar es completa y las diferencias son mayores, aunque significativamente mejores en

comparacion con los controles negativos (CN2).

Histolégicamente, el hueso regenerado en el grupo sin implante de sustituto de hueso obtenido
por ingenieria tisular, presenta una estructura de hueso desorganizado y con alta densidad
O6sea en la zona del procedimiento quirargico (estructura similar al cayo 6seo tras fractura
(Devine, Mierisch et al. 2002)), y un hueso bien estructurado en el lado no intervenido. Estos
resultados estdn de acuerdo con nuestros hallazgos que muestran que este hueso alterado
tenia baja expresion de osteocalcina, marcador histolégico de diferenciacion 6sea, y alta
expresion de MMP-14. La MMP-14 es una metalopeptidasa de la matriz con un papel
importante en el desarrollo y la remodelacion del tejido de la MEC, y se ha asociado a la
actividad de los osteoclastos y la reabsorcion 6sea durante la curacion del hueso (Wan, Kwan
et al. 2008). La alta expresion de este metalopeptidasa en este grupo de animales sugiere que
este hueso no estd completamente organizado y confirma la naturaleza inmadura de este

hueso.

Sin embargo, nuestros resultados revelaron que la estructura histolégica del hueso en animales

del grupo Il, en los que se implantd un sustito 6seo generada mediante ingenieria, era muy
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similar a los controles positivos (CP). Después de 1 6 4 meses de desarrollo, el hueso artificial
injertado en el defecto paladar de los animales del grupo Il fue capaz de inducir la formacién de
un tejido 6seo bien estructurado cuya estructura se parecia al hueso normal encontrado en los
CP. Estos resultados demuestran que el uso de un sustituto 6seo generado mediante
ingenieria es capaz de inducir eficazmente la regeneracion de un tejido 6seo maduro y
correctamente estructurado, y estos hallazgos fueron confirmados por la expresion del
marcador 6seo osteocalcina, y la baja cantidad de tejido osteoide encontrado junto con la falta
de sefial de la MMP-14. Todos estos hallazgos encontrados sugieren que los sustitutos 6seos
generados por Ingenieria Tisular pueden ser usados para inducir la formacién de un hueso y

esto abre una puerta a una futura aplicacién clinica de estos sustitutos 6seos.

Sin embargo, algunos estudios deben de realizarse con el uso de tejidos generados mediante
bioingenieria combinados con proteinas morfogenéticas Oseas tales como rBMP-2, que
previamente demostré su capacidad para mejorar la regeneracion 6sea mediada por ADSCs.

(Levi, James et al. 2011)

A pesar de los prometedores resultados obtenidos, la presente Tesis tiene varias limitaciones.
En primer lugar, nuestro modelo animal no era un modelo de fisura palatina real, sino un
modelo en el que parte del hueso del paladar se habia extirpado quirdrgicamente. Aunque la
mayoria de los estudios utilizan un modo de paladar pseudo-hendido, los estudios futuros
deben evaluar el efecto de sustitutos 6seos bioingenieria en animales con paladar hendido y
determinar si los resultados son extrapolables a esta situacion clinica. En segundo lugar, la
eficacia clinica de los sustitutos 6seos generados por ingenieria debe ser comparada con otros
tipos de injertos de hueso y con controles evaluados en 1 mes, y nuevos estudios deberia
utilizar injertos 6seos disponibles comercialmente. Finalmente, el pequefio grupo de animales
incluidos en cada grupo de este estudio preliminar justifica la necesidad de realizar estudios

futuros con mayor tamafio de muestra.
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En resumen, todos estos resultados sugieren que el uso de un sustituto 6seo generado
mediante ingenieria con un andamio de fibrina-agarosa, podria inducir la generaciéon de un
tejido 6seo bien estructurado similar al hueso nativo, mejorando los resultados clinicos y
evitando alteraciones en el crecimiento de hueso. Y todo ello da evidencia sobre la posibilidad
de utilizar los tejidos elaborados mediante ingenieria tisular para la reparacion quirdrgica de los

defectos de paladar hendido en los pacientes.
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis podemos establecer las siguientes

Conclusiones:

1. Los métodos y las técnicas desarrolladas en esta Tesis Doctoral permitieron el
aislamiento y la expansién eficiente de células epiteliales de estirpe queratinocitica y
estromales de estirpe fibroblastica a partir de pequefias biopsias de mucosa palatina
de animales de experimentacion, asi como de células madre mesenquimales
obtenidas de biopsias de tejido adiposo de los mismos animales. El analisis de
viabilidad celular mediante métodos de exclusion de azul tripan permitié determinar
que los pases celulares mas viables eran P5 y P6, mientras que los pases mas
viables de acuerdo al método mixto eran P7, P8, P3 y P6. Estos datos confirman la
diferente sensibilidad de cada técnica y sugieren que las células madre
mesenquimales del tejido adiposo del conejo de laboratorio podrian utilizarse en

protocolos de ingenieria tisular hasta el pase P8.

2. La combinacion de biomateriales nanoestructurados de fibrina-agarosa y células
fibroblasticas y queratinociticas en cultivo permitié elaborar sustitutos eficientes de la
mucosa palatina mediante Ingenieria Tisular compuestos por un estroma rico en
células, matriz extracelular y un epitelio estratificado. El implante de estos sustitutos a
nivel del paladar duro en un modelo in vivo de denudacién del hueso palatino de
animales de laboratorio permiti6 prevenir significativamente las alteraciones del
crecimiento y el desarrollo palatino encontradas en los animales control, obteniéndose
parametros morfométricos compatibles con la normalidad. El analisis histolégico del
tejido mucoso palatino de estos animales revelé adecuados niveles de biointegracion
del sustituto de mucosa palatina en el animal receptor, mientras que el tejido 6seo
palatino subyacente mostré adecuada estructura, orientacion y compactacion de las
fiboras de coldgeno y del contenido de decorina, proteoglicanos, glicoproteinas,
osteocalcina y BMP2. Todo esto sugiere que el injerto de tejido mucoso palatino es

capaz de prevenir las alteraciones morfoestructurales existentes en el grupo control y
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demuestra la utilidad de los sustitutos de mucosa palatina para el tratamiento de

lesiones de la mucosa del paladar en un modelo de denudacion palatina.

3. La combinacion de biomateriales nanoestructurados de fibrina-agarosa con células
madre mesenquimales del tejido adiposo y métodos de diferenciacién osteogénica
permitié elaborar sustitutos eficientes del hueso palatino mediante ingenieria tisular.
El implante de estos sustitutos de hueso a nivel del paladar duro en un modelo in vivo
de fisura palatina en animales de laboratorio permitié prevenir significativamente las
alteraciones del crecimiento y el desarrollo palatino encontradas en los animales
control, obteniéndose parametros morfométricos compatibles con la normalidad. El
andlisis histoldgico del hueso palatino de estos animales revelé adecuados niveles de
biointegracién del sustituto de hueso palatino en el animal receptor, cuyas fibras de
coldgeno presentaron un patrén regular de alineacion comparable con la zona control.
Asimismo, el analisis de osteocalcina, MMP14 y azul de toluidina permitié concluir
que el hueso formado a nivel del injerto dseo palatino era estructuralmente analogo al
hueso control. Todo esto sugiere que el injerto de tejido 6seo palatino es capaz de
prevenir las alteraciones morfoestructurales existentes en el grupo control y
demuestra la utilidad de los sustitutos de hueso palatino para el tratamiento de

lesiones de la mucosa del paladar en un modelo de fisura palatina.
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