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INTRODUCCION

CARACTERISTICAS DEL PALADAR HUMANO

La cavidad oral engloba el area confinada entre el borde libre del
bermellon labial, el suelo de la boca, la mucosa bucal y el plano que pasa
entre la union del paladar duro y el blando y la V lingual. El paladar es el
techo de esta cavidad y abarca el area arciforme, que se extiende desde
el interior de la porcidn superior de la cresta alveolar, hasta el borde

posterior del hueso palatino (Spiegel y Dexheler, 2006).

I. DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PALADAR HUMANO

El desarrollo facial empieza de forma temprana durante el
desarrollo fetal derivando de células procedentes de la cresta neural. En
la cuarta semana, una depresiéon ectodérmica denominada estomodeo es
rodeada por el primer par de arcos branquiales. Las estructuras faciales
presentan un desarrollo veloz en las siguientes semanas a partir de 5
primordios o procesos embrionarios de origen mesenquimal
(prominencia frontonasal, 2 procesos maxilares y 2 procesos

mandibulares).

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCI
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Figura 1. Prominencias faciales. La prominencia frontonasal (FNP) contribuye a la
formacion del filtrum del labio superior, la columela nasal y el paladar primario. La
prominecia maxilar (MXP) regiones laterales facial y labial y al paladar secundario. Las
prominencias nasales laterales (LNP) que contribuyen en la formacién lateral nasal; y
la prominencia mandibular que desarrolla el maxilar inferior (Tomado de Plastic

Surgery, 32 Ed. Peter C. Neligan. 2013).

Podemos distinguir dos fases en el desarrollo del paladar:

e Entre la 52 y 62 semana, ambos procesos nasales mediales
derivados de la prominencia frontonasal se unen en la linea media
para formar el filtrum del labio superior, la columela nasal y el

paladar primario. Las prominencias maxilares que derivan del

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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primer arco branquial se unen a los procesos nasales, formando
los componentes laterales del labio superior y la cresta alveolar
anterior. Alteraciones en esta fase produciran fisuras alveolares y
labiales.

Durante este tiempo, empieza a formarse el paladar secundario
(paladar 6seo posterior al agujero incisivo y paladar blando).
Prominencias desarrolladas desde ambos primordios maxilares
se desarrollan y rotan desde una posicion vertical para unirse en
la linea media tras alcanzar una posicion horizontal entre las
semanas 8y 12 de gestacion. Alteraciones en esta fase produciran
fisuras del paladar secundario (Arosarena, 2007; Pearson y

Kirrrschner, 2014).

Nasal
choana

External nares
Upper lip

Median palatal
process

Gum
Gum

Lateral palatal
shelves

Nasal septum

6 weeks

7 weeks

Premaxillary segment Incisive
" foramen

Upper lip

Gum

Margin of
palatal shelf

Palatal
raphe

/- N
Nasal septum
9 weeks Uwula - Internal nares

Late fetus

Figura 2. Desarrollo de los paladares primario y secundario (Tomado de Handbook of

Craniomaxillofacial Surgery. James E. Zins, Chad R. Gordon. 2014).
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1. ANATOMIA DEL PALADAR HUMANO

En el paladar humano se pueden distinguir el paladar 6seo o
bdveda palatina (dos tercios anteriores) y el paladar blando o velo del

paladar (tercio posterior).

La estructura 6sea palatina estd conformada por la porcion
horizontal de los huesos palatinos y los procesos palatinos maxilares,
que se unen en la linea media formando el rafe medio. La unién de estos
huesos separa la cavidad nasal de la oral. Esta estructura dsea esta
cubierta por un periostio estrechamente adherido a mucosa. Presenta 3
pares de agujeros palatinos para salida de paquetes vasculo-nerviosos
(agujero incisivo con arteria y nervio esfenopalatino y agujeros palatinos
mayores y menores con los vasos y nervios palatinos mayores y menores,

respectivamente).

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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Figura 3. Anatomia del paladar (Tomado de Atlas de Anatomia Humana. Frank H.
Netter. 2007).

El paladar blando se describe como un pliegue movil de una
membrana mucosa que se desprende del paladar duro y que envuelve un
haz de fibras musculares. Se fusiona a ambos lados con la faringe
quedando libre el borde inferior y separa orofaringe de nasofaringe. En
el borde posterior, a nivel central, se encuentra una prolongacion que se
denomina uvula, y lateralmente aparecen dos repliegues que limitan las
fosas amigdalinas (pilares anteriores y posteriores del paladar). Tiene
funcién valvular y separa la boca de la faringe y se eleva para aislar las
vias nasales durante la deglucion y fonacion, gracias a los musculos
elevadores del paladar que son asistidos por el musculo constrictor de la

faringe y el musculo de la tvula (Spiegel y Dexheler, 2006).

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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La cavidad oral es un area anatomica compleja, en la que la
ausencia o la alteracion funcional de una estructura puede producir una
disfunciéon importante. La ausencia o resecciéon de una porcién del
paladar puede desencadenar en una insuficiencia velopalatina o una
fistula oronasal que pueden producir alteraciones fonatorias, causando
voz nasal y dificultad para la deglucion (Isik et al, 2011; Colbert et al,
2015).

I11. HISTOLOGIA DEL PALADAR

A. Histologia de la mucosa oral

La totalidad de la cavidad oral, excepto la superficie dental, esta
revestida por la mucosa oral que estd compuesta por epitelio
pavimentoso estratificado de origen ectodérmico y una lamina propia
(también llamada corion) de tejido conectivo laxo de origen
mesenquimal, existiendo en ocasiones una submucosa bajo la lamina
propia (Figura 4). La mucosa oral cumple importantes funciones al
proteger contra el dafio mecanico y la entrada de microorganismos, y

ayuda mantener la humedad necesaria gracias a la secrecidn salivar.

El epitelio es un tejido compuesto por células cuyas principales
caracteristicas son la polaridad y la cohesidn, por lo que estan
firmemente unidas entre si en ausencia de material extracelular. Al ser
avascular, el epitelio se localiza sobre un tejido conectivo subyacente rico
en vasos, existiendo una membrana basal entre ambos. Para facilitar la

nutricion del epitelio y para favorecer el anclaje a la membrana basal,

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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aparecen invaginaciones del tejido conectivo (papilas coriales) y

evaginaciones epiteliales (crestas epiteliales).

El epitelio de la mucosa oral se compone en un 90% de las células

intrinsecas a dicho epitelio (queratinocitos). Otras poblaciones celulares

que pueden estar presentes son las células extrinsecas, incluyendo una

poblacién permanente o residente de células (células de Merkel, células

de Langerhans y melanocitos) y una poblacion de células transitorias

(fundamentalmente, células del sistema linfocitario) (Gomez de Ferraris,

Maria; Campos, 2009).

Los queratinocitos se distribuyen, en funciéon del grado de

maduracion, en diferentes estratos epiteliales:

Estrato basal o germinativo: situado sobre la lamina basal.
Células madre de forma cubica y pequefio tamafio que
presentan nucleo grande y escaso citoplasma.

Estrato espinoso: formado por varias capas celulares.
Presentan un aumento del tamafio y emiten multiples
proyecciones citoplasmaticas.

Estrato granuloso: células que acumulan multiples
granulos baséfilos de queratohialina.

Estrato ldcido: células eosinofilas que aumentan
progresivamente el estado de queratinizacion.

Estrato corneo: células en mayor estado de diferenciacion.
Conforme aumenta la cantidad de queratina, desaparecen

el nucleo y las organelas. Las células del estrato corneo

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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estdn ocupadas casi en su totalidad por filamentos de

queratina.

El epitelio de la mucosa oral, especialmente los queratinocitos,
pueden presentar distinto grado de queratinizacién en dependencia de
su localizacion y su funcion. Asi, el paladar duro, las encias y la superficie
dorsal lingual, al estar expuestos a la accion mecanica, presentan altos
niveles de queratinizacion, formandose incluso un estrato cérneo en la
superficie (epitelio ortoqueratinizado). Otras zonas de la mucosa oral
presentan un epitelio no queratinizado (por ejemplo, la mucosa alveolar)
0 paraqueratinizado (por ejemplo, en ciertas zonas de la encia y del

paladar duro).

La membrana basal separa el epitelio y el corion o lamina propia.
Mediante microscopia electrdénica de transmision se distinguen la lamina
basal y la lamina reticular. Las funciones de esta membrana son
contribuir al anclaje y fijacion del epitelio al tejido conectivo, la funcién
de barrera, actuando como filtro quimico y fisico, y servir de guia en el

proceso de cicatrizacidn.

La ldmina propia es una lamina de tejido conectivo que
proporciona sostén y nutricion al epitelio. La célula principal es el
fibroblasto, que mantiene una relacion estrecha con los queratinocitos
de la capa superior. La secrecién de interleuquina 1 (IL1) del
queratinocito activado promueve la proliferacion y actividad del
fibroblasto que, a su vez, segrega prostaglandinas que estimulan la

proliferacién y diferenciacion de los queratinocitos. La matriz

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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extracelular de la lamina propia es rica en fibras colagenas, elasticas y
reticulares que ayudan a mantener la forma del epitelio, asi como en
componentes no reticulares de la matriz extracelular como los
proteoglicanos y las glicoproteinas. A este nivel se encuentra una rica

inervacién sensorial.

La capa mas profunda la compone en ocasiones la submucosa,
formada por tejido conectivo laxo, donde encontramos glandulas
salivares, vasos, nervios y tejido adiposo. En el rafe medio palatino falta
la capa submucosa, por lo que la mucosa esta intimamente adherida al

periostio del paladar duro.

En lo que respecta al paladar blando, éste esta revestido por
epitelio plano estratificado no queratinizado que, a nivel faringeo, se
convierte en epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado. El epitelio
plano no estratificado carece de capa corneay de estrato granuloso. Hay
una capa submucosa con abundantes glandulas mucosas en la cara oral
y glandulas mucoserosas mixtas en la cara faringea. La musculatura

subyacente es estriada (Geneser, 2003).

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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Figura 4. Corte histolégico de 1 paladar a nivel de las rugas palatinas (Tomado de

Histologia, Embriologia e Ingenieria Tisular Bucodental. Gomez de Ferraris, Maria;

Campos, Antonio. 2009)

Citoqueratinas y diferenciacidn epitelial

Las citoqueratinas (CKs) son proteinas de tipo filamento
intermedio caracteristicas de las células epiteliales, aunque no exclusivas
de éstas. Su papel principal esta asociado con el citoesqueleto
intracelular y las uniones intercelulares. Son indispensables para
mantener la forma, integridad y morfologia celular, asi como para la

cohesion del tejido epitelial.

Debido a estas funciones, dependiendo del tipo de epitelio que se
considere, vamos a encontrar diferente expresién de citoqueratinas

especificas. Esto hace que sean consideradas como excelentes patrones

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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de diferenciacion celular, y pueden utilizarse para el diagnostico de
diversas patologias epiteliales, incluyendo el cancer (Franke etal, 1981;

Moll et al.,, 1982; Garzon et al., 2009).

Hasta el momento, se han descrito alrededor de 23 citoqueratinas
diferentes, en funcion de su peso molecular y sus puntos isoeléctricos. Su
expresion suele asociarse a tipos especificos de epitelio, aunque pueden
estar presentes en otros tipos epiteliales bajo determinadas
circunstancias. Algunos tipos de epitelios tienden a expresar queratinas

concretas, habiéndose descrito hasta el momento algunas de ellas:

e El epitelio simple tiende a expresar citoqueratinas 8 y 18.

e El epitelio estratificado expresa fundamentalmente
citoqueratinas 5 y 14.

e El epitelio estratificado no queratinizado, como la mucosa
geniana, expresa citoqueratinas 4y 13 en células de la capa
suprabasal y citoqueratinas 5y 14 en las células de la capa
basal.

e El epitelio estratificado queratinizado, como las zonas
masticatorias de paladar duro, lengua y piel, expresa
citoqueratinas 1y 10 en capas suprabasales junto con 5y

14 en la capa basal (Raul et al,, 2004).
B. Histologia del hueso palatino

Los huesos son el principal soporte del cuerpo; aportan una
estructura rigida donde se insertan los musculos, y permiten la

transformacion de la contraccién muscular en movimiento.

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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La formacion del hueso se puede producir por dos vias diferentes:
la osificacion endocondral (huesos largos, huesos faciales, vértebras y
parte lateral de las claviculas, desarrollandose partir de tejido
cartilaginoso) y la osificacion intramembranosa (huesos béveda craneal
y parte medial de las claviculas, directamente por condensacion del

mesénquima).

El hueso se compone de diferentes tipos celulares y una matriz
organica asociada a depdsitos mineralizados de hidroxiapatita. La matriz
organica se compone principalmente de colageno (95%), siendo el resto

de los componentes proteoglicanos y proteinas no colagenas.

Morfologicamente, podemos distinguir entre hueso cortical y

hueso esponjoso.

e Hueso cortical: la célula principal en el hueso cortical es el
osteocito, célula que se encuentra rodeada de matriz
mineralizada, aunque también encontramos osteoblastos
y osteoclastos. Estructuralmente, el hueso cortical se
caracteriza por la presencia de osteonas compuestas por
laminas densas en forma de anillos concéntricos alrededor
de canales centrales longitudinales por donde discurren
vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios. Entre estas
laminas se encuentran los osteocitos, que se encargan
tanto de la sintesis como de la reabsorcion de la matriz
O0sea. Estos osteocitos estan unidos entre si por

prolongaciones a través de canaliculos.

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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e Hueso esponjoso: tiene una estructura trabecular.
Contiene numerosas laminillas Oseas dispuestas en
trabéculas cuya estructura laminar es similar ala del hueso
cortical, pero que no forma osteonas. Las células
fundamentales siguen siendo los osteocitos, osteoblastos y
osteoclastos. Entre las trabéculas, encontramos células

hematopoyéticas médula 6sea y células mesenquimales.

Las diferencias entre ambos tipos de hueso son tanto
estructurales como funcionales. El hueso cortical proporciona funcion
mecanica y protectora, mientras que el hueso esponjoso estd mas
relacionado con funciones metabdlicas (Geneser, 2003; Meyer y

Wiesmann, 2006).

PATOLOGIA DEL PALADAR HUMANO

Los defectos palatinos pueden ser de diferentes etiologias. Los
mas frecuentes en la edad pediatrica son los congénitos, como es el caso
de la fisura palatina. En la edad adulta podemos encontrar defectos de
etiologia traumatica, infecciosa, postquirdrgica (como la relacionada con
las complicaciones tras extracciones dentales), oncologica o defectos
causados por la atrofia Osea relacionada con el envejecimiento

(Wadsworth y Futran, 2006).

Ricardo Fernandez-Valadés Gamez INTRODUCCION
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I. PATOLOGIA CONGENITA. FISURA LABIOPALATINA

La fisura labiopalatina es la malformaciéon congénita mas
frecuente del area craneofacial y se caracteriza por la fusiéon incompleta
de las estructuras de la cavidad oral durante el desarrollo embrionario
(Isik et al., 2011; Pearson y Kirrrschner, 2014). Los pacientes afectados,
ya sea por fisura labial o por fisura palatina, presentan importantes
alteraciones tanto en el ambito estético y psicosocial como funcional
(deglucion, succion y fonacion) (Arosarena, 2007) y precisan de un
tratamiento multidisciplinario para un resultado satisfactorio (Colbert

etal, 2015).

Figura 5. Fisura labiopalatina unilateral total izquierda.
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En esta patologia, se pueden distinguir diferentes grados de
afectacion. En un 46% de casos, se encuentran alterados tanto el labio
como el paladar; un 33%, sélo tienen afectacion palatina y el 21%
presenta exclusivamente afectacion labial (12). (Hanny et al, 2016)Uno
de los problemas a resolver en estos pacientes es la correccion del
defecto existente a nivel del alveolo o arcada alveolar, la cual sirve de
soporte a las piezas dentarias (incisivos y caninos) y esta afectada (fisura

alveolar) en mas de la mitad de los pacientes.
A. EPIDEMIOLOGIA

Respecto a la incidencia por sexos, se ha descrito que la fisura
labial aislada es mas frecuente en varones, la fisura palatina aislada es
mas frecuente en nifias y la patologia mixta que afecta a labio y paladar

tiende a presentarse por igual en ambos sexos (Arosarena, 2007).

En cuanto a la incidencia de esta malformacion en las distintas
etnias, diferentes estudios demostraron que en la poblacién caucasica, la
incidencia de fisura labio-palatina es de 1 cada 700-1000 nacidos vivos;
en asiaticos y nativos americanos, de 1 cada 500, y en personas de etnia
africana, la incidencia desciende a 1 cada 2400-2500 nacidos vivos. En el
caso de la incidencia de la fisura palatina sin afectacion de labio, no se
han encontrado diferencias significativas interraciales (Arosarena, 2007;

Hanny et al.,, 2016).

La fisura labiopalatina puede aparecer de forma aislada o
asociarse a sindromes y otras anomalias congénitas. Hay mas

probabilidad de asociacion en el caso de afectacion del paladar aislado
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(42-54%), que en los casos en los que solo se afecta el labio (14-30%)

(Arosarena, 2007; Colbert et al.,, 2015).

B. ETIOPATOGENIA

La etiologia de la fisura labiopalatina se cree que es multifactorial,
asociandose la predisposicidn genética a factores ambientales. El patron
hereditario que presenta no suele ser mendeliano, habiendo
discordancias hasta en el 40-60% de los gemelos homocigotos. Aunque
aun no se conoce la etiologia exacta del problema, hasta la fecha se ha
descrito un gran nimero de alteraciones genéticas que se asocian a esta

enfermedad.

Se han hallado diversos factores de crecimiento, receptores,
péptidos vasoactivos, proteinas de adhesion celular, componentes
extracelulares de la matriz y metaloproteinasas que tienen relacion con
el desarrollo del paladar. Estas biomoléculas se van expresando en un
complejo de tipo cascada estrechamente controlado que, al alterarse por
causas genéticas o ambientales, puede resultar en una fisura

labiopalatina (Arosarena, 2007; Colbert et al, 2015).
C. TRATAMIENTO DE LA FISURA PALATINA

Los pacientes afectados por fisura labial, palatina, o de ambas,
requieren un tratamiento multidisciplinario altamente especializado
desde el nacimiento hasta la edad adulta. El tratamiento comienza con el
cuidado perinatal y la cirugia primaria, precisando de forma frecuente

diversas intervenciones posteriores, asi como apoyo por logopedas,
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odontologos, ortodoncistas, otorrinolaring6logos, pediatras, genetistas,

etc. (Colbertetal, 2015).

Hasta el momento, se han desarrollado multitud de técnicas
quirurgicas para la correccion de la fisura palatina (Figura 6); en un
primer tiempo quirdrgico, se realizan colgajos mucoperidsticos para
aislar la cavidad oral de la cavidad nasal y recolocar la musculatura
palatina con el fin de mejorar la fonacién y deglucidn. Si la fisura es muy
pronunciada, la mucosa disponible puede no ser suficiente para la
correccion del defecto, precisando la utilizacién de injertos dérmicos o
mucosos, con resultados suboptimos. El cierre del paladar temprano se
relaciona con mejores resultados en la obtenciéon de un lenguaje
adecuado (Itoetal, 2006), aunque con mayor incidencia de alteraciones
del crecimiento facial. El cierre tardio del paladar se asocia a peores
resultados en la fonacidn, pero a menor alteracion del crecimiento del

macizo facial.

El cierre del paladar duro se relaciona con alteraciones en el
crecimiento maxilar (hipoplasia maxilar) que no aparecen en los
pacientes afectados de fisura palatina que no son intervenidos. Diversas
causas han sido relacionadas con la hipoplasia maxilar tras la correccion
quirurgica del defecto, como la interrupcion del aporte vascular, la
retraccion cicatricial, la incorporacion del periostio a los colgajos, etc.,
siendo la edad en la que se realiza la correccidon lo mas determinante (Shi

y Losee, 2015; Xu et al,, 2015).
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Figura 6. (a)-Esquematizacion de la técnica de Von Langenbeck utilizada generalmente
en la reparacion de fisuras del paladar secundario. (b)-Esquematizacién de la técnica
de zetaplastia de Furlow, que muestra la zetaplastia inversa de mucosa y musculo
(Tomado de Oral y Maxillofacial Surgery. Lars Andersson. 2010).

Entre los 9 y los 12 afios de edad, dependiendo del desarrollo de
la raiz del canino, es necesaria la aportacion de tejido 6seo a nivel de la
fisura alveolar (alveoloplastia) (Figura 7), si ésta esta presente (Cho-Lee
etal, 2013). El uso de injertos 6seos mejora los resultados quirurgicos y
permite alcanzar una estética y una funcion adecuadas (Matsui et al.,
2007; Arangio et al,, 2008; Semb, 2012). Los injertos dseos cierran la
comunicacién oronasal, dan soporte al cartilago alar, estabilizan una
morfologia alveolar adecuada, dan continuidad al arco maxilar y
permiten dar soporte a dientes adyacentes facilitando la manipulacion
ortodoncica, la erupcidn dental o una rehabilitacion protésica posterior
cuando estas sean necesarias (Wu y Wang, 2012; Cho-Lee et al, 2013;

Bousdras et al,, 2015).
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Para la obtencion de hueso para llevar a cabo la alveoloplastia, se
han descrito multiples zonas donantes de hueso autélogo, siendo el
injerto de cresta iliaca el mas popular (Matsui et al., 2007; Arangio et al.,
2008; Semb, 2012). La incidencia de complicaciones con esta técnica es
baja, aunque no esta exenta de efectos adversos como dolor, hematomas,
seromas o cicatrices hipertréficas en la region donante, y conlleva un
aumento de la estancia hospitalaria, especialmente relevante en nifios.
(Tavakolinejad et al., 2014; Amin et al., 2015; Raposo-Amaral et al,, 2015;
Muzaffar, Warren y Baker, 2016; Pessoa et al., 2017)

Figura 7. Esquematizacion de la reparacion de la fisura alveolar (alveoloplastia). La
zona del defecto 6seo (BG) es la zona a injertar con hueso (Tomado de Oral y

Maxillofacial Surgery. Lars Andersson. 2010).
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II. PATOLOGIA ADQUIRIDA

La patologia adquirida del paladar consiste fundamentalmente en
lesiones traumaticas, oncolégicas, infecciosas, degenerativas, etc. Su
tratamiento es complejo, y actualmente se dispone de diferentes técnicas
reconstructivas en funcion de la extension del defecto. Pequeiios
defectos mucosos pueden solucionarse con un cierre primario. Sin
embargo, en defectos grandes o moderados, es necesario el aporte de
tejidos, siendo un reto reconstructivo los grandes defectos de partes

blandas y los que afectan al hueso (Brown y Shaw, 2010).

El manejo reconstructivo ha ido progresando desde el cierre
directo, la granulacion por segunda intencion y los injertos dérmicos,
hasta gran variedad de colgajos pediculados e incluso, mas
recientemente, colgajos microvascularizados (Palmen y Gullane, 2006).
Se han descrito multitud de colgajos pediculados, tanto locales como
regionales para la correccion de defectos palatinos, como colgajos
palatinos, colgajos de septo nasal, colgajos de bola de Bichat, colgajos
temporales, colgajos de buccinador y linguales (Rahpeyma vy
Khajehahmadi, 2015; Seok, Kim y Kim, 2016; Gavin Clavero et al., 2017).
Se pueden utilizar colgajos libres microvascularizados, siendo el mas
descrito para este tipo de defectos el colgajo radial, seguido del colgajo

anterolateral de muslo.

Cuando es necesaria la aportacion de hueso, los colgajos
pediculados mas utilizados son el peroneo, el escapular y el de cresta

iliaca. La ventaja que aportan los colgajos déseos es la posibilidad de
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realizar una rehabilitacién protésica implanto-soportada posterior
(Brown y Shaw, 2010). Para reconstruir los defectos dseos pequeiios del
paladar, los injertos autdlogos de hueso se consideran la primera opcion
debido a su capacidad oestogénica, osteoinductiva y oesteoconductiva

(Azietal, 2016; Kim, Kim y Moon, 2016).

Otro método tradicional para la reparacion palatina es el uso de
obturadores protésicos, que aportan denticion y separan la cavidad oral
de la nasal. Estos tienen el inconveniente de no aportar el tejido
necesario en muchos casos, dificultades en la retencion del dispositivo y
de precisar una higiene estricta (Wadsworth y Futran, 2006; Brown y

Shaw, 2010).

LA INGENIERIA TISULAR

La ingenieria tisular permite la construccion de tejidos biologicos
artificiales y su utilizacion médica para restaurar, sustituir o incrementar
las actividades funcionales de los propios tejidos organicos (Campos
Munoz, 2004). En la mayoria de los casos, la ingenieria tisular se basa en
la utilizacion de tres pilares basicos: las células, los biomateriales y los

factores de crecimiento y diferenciacion (Langery Vacanti, 2016).
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I. CELULAS

Para poder utilizarlas en ingenieria tisular, las células han

de ser viables y tener capacidad de proliferacién y diferenciacidn, lo cual

convierte a las células madre o células troncales en células ideales para

su utilizacion en ingenieria tisular (Hicok y Hedrick, 2007).

Segun su origen, distinguimos distintos tipos de células madre:

Células madre embrionarias: células pluripotenciales que
existen exclusivamente en periodo embrionario y pueden
diferenciarse en cualquier tejido del organismo. Se
encuentran en el blastocisto.

Células madre adultas: se encuentran en organismo adulto,
feto y cordén umbilical. Pueden ser unipotenciales o
multipotenciales, siendo mas diferenciadas que las células
madre embrionarias y con menor potencial de
proliferaciéon y diferenciacion que éstas. Las recientes
técnicas de transdiferenciacion estan permitiendo que
estas células adultas adquieran capacidades muy similares
a las de las células madre embrionarias, especialmente en
el caso de las células denominadas iPS (Induced

Pluripotent Stem Cells) (Yoshida y Yamanaka, 2017).

Un tipo especial de células madre adultas son las células madre

mesenquimales. Estas células fueron obtenidas por primera vez a partir

de médula 6sea (Weinzierl, Hemprich y Frerich, 2006). Sin embargo, el

proceso de obtencion de éstas es invasivo y su numero y potencial de
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diferenciacion disminuye con la edad. Estos inconvenientes han
provocado la busqueda de alternativas como la sangre periférica y el
tejido oOseo. El tejido adiposo es abundante y relativamente sencillo de
obtener, siendo el numero de células madre que podemos encontrar
mayor que en otras zonas del organismo como pueden ser la médula
0sea, la piel o el musculo. Una vez obtenidas las células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo, éstas pueden ser cultivadas
y diferenciadas en osteoblastos, que posteriormente podran producir
matriz dsea tanto in vivo como in vitro (Xu et al, 2005; Weinzierl],

Hemprich y Frerich, 2006; Levi et al., 2010; Nieto-Aguilar et al., 2011).

II. BIOMATERIALES

La mayoria de las células de los tejidos generados por ingenieria
tisular precisan un soporte que permita reproducir la estructura
tridimensional del tejido nativo que se quiere reemplazar. Para ello, se

suelen utilizar biomateriales o matrices de origen sintético o natural.

La presencia del componente extracelular juega un papel
fundamental en el desarrollo de la mayoria de los tejidos y érganos
humanos tanto in vivo como in vitro, al proporcionar estabilidad
mecanica, optimizar la forma y funcidn del tejido y participar en la
integracion con los tejidos enddgenos circundantes (Meyer y Wiesmann,

2006).

Los biomateriales que se utilizan en ingenieria tisular deben

cumplir una serie de requisitos para poder ser aplicados de forma
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satisfactoria in vivo. Estos materiales no deben ser tdxicos y, en el caso
de los utilizados en la formacidn de tejido dseo, deberian ser capaces de
inducir osteogénesis tanto en las células implantadas como en los tejidos
endogenos circundantes, lo que es conocido como capacidad
osteoinductora del material o, al menos, tener -capacidad
osteoconductora. Los biomateriales no deben inducir una respuesta
inmunolégica que puediera impedir una reparacién satisfactoria del
defecto. Por ultimo, el biomaterial debe tener una apropiada relacion
entre resistencia mecanica y biodegradabilidad, ya que a menudo, los
defectos 6seos reparados estan expuestos a fuerzas mecanicas
significativas inmediatamente tras el implante. Los materiales, por tanto,
deben de tener una integridad estructural suficiente para soportar estas
fuerzas y, al mismo tiempo, ser altamente biocompatibles (Panetta,

Gupta y Longaker, 2009).

I1I. FACTORES DE CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION

Junto con las células y los biomateriales, los factores de
crecimiento y diferenciacion permiten desarrollar tejidos artificiales
analogos a los tejidos humanos nativos (tejidos biomiméticos). Su
funciéon es fundamental a la hora de inducir la proliferaciéon y la
diferenciacion celular hacia estirpes especificas del tejido a reproducir, y
pueden incluirse en el medio de cultivo o en el biomaterial, aunque son
sintetizados y liberados en ocasiones por las propias células que
contiene el tejido artificial. Recientemente, diversos autores proponen la

utilizacién de nanoparticulas asociadas a distintos factores de
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crecimiento para inducir el desarrollo y la maduracion de sustitutos de

hueso generados mediante ingenieria tisular (De Witte et al., 2018).

IV. INGENIERIA TISULAR EN TRATAMIENTO DE
FISURADOS LABIOPALATINOS

Los avances en ingenieria tisular intentan aportan posibles
mejoras en las técnicas actualmente utilizadas en la reparaciéon de
defectos 6seos, como los que aparecen el paladar fisurado (Moreau et al.,
2007). El objetivo del tratamiento de la fisura palatina, cuando afecta al
hueso alveolar, es establecer una continuidad del arco éseo maxilar para
alcanzar una anatomia favorable a la rehabilitacién dental. Por esto, las
mejoras en los materiales usados en los injertos 0seos actuales y la
busqueda de nuevos materiales que permitan mejorar los resultados es
fundamental para la practica clinica. El uso experimental de los nuevos
materiales requiere establecer previamente un modelo biolégico para
evaluar su posible potencial clinico. En este sentido, se han propuesto
distintos modelos animales para valorar la utilidad de los materiales en
su uso en la fisura palatina, incluyendo ratones, ratas, conejos, gatos,

cerdos, perros, cabras, ovejas y monos (Kamal et al., 2017).

La utilizacion de hueso autdlogo en la reparacion del paladar
fisurado aporta una matriz donde las células pueden proliferar, inducir
la proliferacion de células indiferenciadas y promover su diferenciacion
a osteoblastos. A pesar de la multitud de estudios que se han publicado

sobre la utilizacion de injertos de diversos materiales, el hueso autélogo
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sigue siendo el gold estdndar (Moreau et al., 2007; Janssen et al., 2014).
Los injertos Oseos autdlogos presentan multiples ventajas como
propiedades osteoconductoras y, en ocasiones, osteoinductivas, actuar
como soportes para el crecimiento 6seo, inducir la formacion dsea y
aportar factores osteogénicos, precursores mesenquimales, osteoblastos
y osteocitos. Los aloinjertos conservan algunas ventajas, pero pierden la
capacidad osteoinductiva y su uso implica la potencial transmisiéon de
enfermedades infecciosas (Pradel y Lauer, 2012; Rahpeyma y

Khajehahmadi, 2015; De Ponte et al.,, 2017; Ge et al., 2017).

Para la obtencién de hueso autdlogo en la reparacion de fisurados
palatinos, se han descrito multiples zonas donantes de hueso autdlogo,
siendo el injerto de cresta iliaca el mas popular (Matsui et al, 2007;
Arangio et al.,, 2008; Semb, 2012). La incidencia de complicaciones con
esta técnica es baja, aunque no esta exenta de efectos adversos como
dolor, hematomas o seromas en la region donante, y conlleva un
aumento de la estancia hospitalaria, especialmente en nifios
(Tavakolinejad et al., 2014; Amin et al,, 2015; Raposo-Amaral et al,, 2015;
Muzaffar, Warren y Baker, 2016; Pessoa et al, 2017). Las técnicas de
ingenieria tisular aportan alternativas menos invasivas, con el fin de

evitar la morbilidad en la zona donante.

Se han desarrollado varios modelos de tejidos generados por
ingenieria tisular para tratar a los pacientes fisurados palatinos,
incluyendo tejidos artificiales con base de colageno y polimeros
naturales y sintéticos (Moreau et al, 2007; Panetta, Gupta y Longaker,

2009). Entre los distintos modelos de tejidos artificiales desarrollados
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hasta la fecha con posible aplicacion en cirugia maxilofacial, se han
descrito modelos de hueso artificial basados en materiales
mineralizados (Pourebrahim et al, 2013), en hidrogeles no
mineralizados (Liceras-Liceras et al, 2017), asi como modelos de
mucosa palatina artificial basados en materiales de tipo hidrogel (Ophof
et al, 2008; Fernandez-Valadés-Gamez et al., 2016). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios aun deben mostrar utilidad clinica en

pacientes con fisura labio-palatina.

La traslacion clinica de los diferentes modelos de tejido artificial
generados hasta el momento revela la necesidad de seguir investigando
en el campo y la escasez de modelos capaces de superar los requisitos de
los tejidos artificiales para su utilizacion terapéutica, existiendo
limitaciones en los modelos actualmente disponibles (Khojasteh et al,
2015; Bajestan et al,, 2017). Algunos estudios en humanos han utilizado
células madre como adyuvante para disminuir la reabsorcidn del injerto
0seo autdlogo de cresta iliaca (Khojasteh y Sadeghi, 2016), pero este tipo
de técnica no evitaria las complicaciones de la zona donante derivadas
de la toma del injerto. En otros trabajos, se ha injertado tejido 6seo
artificial generado por ingenieria tisular para el tratamiento de quistes
maxilares, aumento de la altura alveolar y elevacion de seno en pacientes
edéntulos para rehabilitacion protésica, con resultados variables (Ueda

etal, 2005; Strietzel, 2006; Pradel et al., 2008; Pradel y Lauer, 2012).
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OBJETIVOS

El Objetivo Principal de la presente tesis doctoral es el

desarrollo mediante ingenieria tisular de un sustituto palatino completo

con mucosa palatina y hueso, y evaluacion de este tanto in vivo como in

vitro.
Objetivos Especificos:

- Desarrollar un modelo de mucosa palatina mediante ingenieria
tisular utilizando biomateriales de fibrina-agarosa.

- Generar un sustituto de hueso palatino a partir de células
mesenquimales del tejido adiposo transdiferenciadas a la estirpe
osteogénica.

- Elaborar un sustituto completo del paladar duro mediante
ingenieria tisular constituido por mucosa palatina utilizando
técnicas de biofabricaciéon basadas en nanoestructuraciéon en
biorreactor especifico.

- Analizar in vivo el sustituto completo del paladar duro en
animales de experimentacion para evaluar su funcionalidad y
posible utilidad clinica para la reparacion de defectos palatinos.
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- Evaluar in vitro e in vivo el sustituto completo del paladar duro
mediante analisis histolégico, histoquimico e
inmunohistoquimico para determinar los niveles de

diferenciacion celular y tisular.
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de la presente Tesis Doctoral hemos disefiado
un estudio de experimentacion basico de laboratorio con una fase in vitro
y una fase in vivo en animales de experimentacion que podria ser la base

para una posterior aplicacion clinica en pacientes.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En este estudio hemos utilizado 12 conejos machos albinos de la
raza Nueva Zelanda de 3 semanas de edad y entre 450 y 500 gramos de
peso (momento del destete). Todos los animales fueron mantenidos en
la Unidad Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada y del Instituto de Investigacion IBS.GRANADA, con libre

acceso a comida y agua.

El estudio fue aprobado por el comité de ética en experimentacion
animal (nimero CEEA03-7-15-307). En todo momento se siguieron las
reglas y normas de bienestar animal y el proyecto se ajusto a la regla de

las tres R (Liliana, Daniela y Eleonora, 2015).
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GENERACION DE CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS

Para la obtenciéon de cultivos celulares primarios, a las 3-4
semanas de vida del conejo (destete) se tomaron dos pequefias biopsias
de mucosa oral palatina mediante un punch estéril de 3 mm de diametro
y dos biopsias de 1x1cm del tejido adiposo a nivel de ambos pliegues
inguinales (Figura 8), suturando con material reabsorbible (Safil® 4/0).
Estos procedimientos se realizaron bajo anestesia general utilizando
inyeccion intramuscular de Ketamina (25mg/kg de peso) y Xilazina
(5mg/kg de peso), y posterior infiltracion local de la herida quirurgica

con Bupivacaina 0,25% sin vasoconstrictor.

Figura 8. Toma de biopsia de grasa a nivel del pliegue inguinal.
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Tras la obtencion de las biopsias, las muestras se introdujeron en
medio de transporte estéril compuesto por medio de cultivo RPMI
suplementado con antibiéticos (500U/ml de penicilina y 500ug/ml de
estreptomicina) y antimicoticos (1,25pg/ml de anfotericina B), para
evitar contaminacion de la muestra, y se mantuvieron a 42C hasta su

procesamiento.

En el laboratorio, las muestras se lavaron en PBS (tampo6n fosfato
salino) y se aislaron los fibroblastos de la mucosa oral y las células
mesenquimales del tejido adiposo mediante digestion enzimatica con
una solucién de 2mg/ml de colagenasa I de Clostridium hystoliticum
(Gibco, Karlsruhe, Germany) a 372C durante 12h. En el caso de la mucosa
oral, el remanente epitelial fue posteriormente cultivado como explante

para obtener cultivos primarios de queratinocitos orales.

Las células madre mesenquimales del tejido adiposo (AdAMSC) y
los fibroblastos de la mucosa oral se cultivaron en medio DMEM
(Dubelcco’s modified Eagle’s medium; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
suplementado con suero bovino fetal al 10%, antibioticos y antimicoticos
(100 U/mL penicilina G, 100mg/mL estreptomicina y 0,25mg/mL de

anfotericina B, Sigma-Aldrich).

Los queratinocitos se cultivaron en medio de cultivo epitelial,
consistente en una mezcla a 3:1 de medios de cultivo DMEM y Ham-F12
(Sigma-Aldrich), suplementados con suero bovino fetal al 10%,
antibidticos y antimicoéticos, 24pug/ml de adenina, 0,4mg/ml de

hidrocortisona, 5mg/ml de insulina, 10ng/ml de factor de crecimiento
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epidérmico, y 1,3ng/ml de triyodotironina, bajo condiciones estandar de

cultivo celular.

GENERACION DE UN SUSTITUTO COMPLETO DEL PALADAR
DURO MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

I. GENERACION DE SUSTITUO OSEO PALATINO POR
INGENIERIA TISULAR

En primer lugar, se procedi6 a aislar las células AAMSC mediante
incubacion en una solucion de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) durante 5
minutos, resuspendiéndose 250.000 células en 750ul de DMEM. Tras
ello, se generaron hidrogeles de fibrina-agarosa al 0,1% siguiendo
protocolos previamente descritos (45). De forma breve, las células
resuspendidas en DMEM se mezclan con 7,6ml de plasma humano, 150pl
de acido tranexamico (agente antifibrinolitico), y 500ul de una solucién
de agarosa tipo VII al 2% en tampon fosfato salino a temperatura de
fusion de la agarosa. Para inducir la polimerizacion del hidrogel, se
afiladi6 1ml de wuna solucion de CaCl, al 1%, alicuotandose
inmediatamente la mezcla en pocillos de una placa de 6 pocillos. Una vez
gelificado el hidrogel 24 horas después, se afiadi6 medio de cultivo
inductor especifico para diferenciacidon celular osteogénica (StemPro®
Osteogenesis Diferentiation Kit). Este medio condicionado e inductor se

mantuvo durante 21 dias para inducir la diferenciacidon osteogénica de
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las AAMSC, renovandose cada 3 dias, segun se indica en las instrucciones

del fabricante.

II. GENERACION DE SUSTITUO DE MUCOSA ORAL
PALATINA POR INGENIERIA TISULAR

Para fabricar un sustituto de la mucosa palatina, en primer lugar
se generd un sustituto de la ldmina propia o estroma de dicha mucosa,
fabricandose un epitelio estratificado en la superficie de ésta para
obtener una estructura bilaminar con estroma y epitelio analogo a la

mucosa oral nativa.

Para la generacion del estroma de la mucosa oral palatina, se
utilizaron hidrogeles de fibrina-agarosa al 0,1% similares a los utilizados
parala generacion de hueso, pero que contenian en este caso fibroblastos
de la mucosa palatina mantenidos en cultivo. Al igual que en el caso
anterior, se tripsinizaron y resuspendieron 250.000 fibroblastos en
750ul de DMEM, mezclandose con 7,6ml de plasma humano, 150pl de
acido tranexamico, 500pl de agarosa tipo VII al 2% y 1ml de CaCl; al 1%,
alicuotandose inmediatamente la mezcla en pocillos de una placa de 6

pocillos que se cubrieron de medio de cultivo DMEM una vez gelificados.

Tras obtener los sustitutos estromales, se procedié a subcultivar
las células epiteliales en la superficie de éstos. Para ello, los
queratinocitos mantenidos en cultivo se tripsinizaron, se
resuspendieron en DMEM y se subcultivaron sobre los sustitutos

estromales (250.000 queratinocitos por hidrogel de una placa de 6
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pocillos), siguiendo métodos previamente optimizados (46,47,61,62).
Estos sustitutos tisulares se sumergieron en medio de cultivo epitelial
durante una semana, aplicindose la técnica de cultivo aire-liquido
durante otra semana adicional para inducir la diferenciacion y
estratificacion epitelial. Esta técnica se basa en la utilizacion de insertos
porosos de cultivo Transwell (Corning Inc., Nueva York, EEUU) que
permiten reducir el nivel del medio de cultivo de modo que los nutrientes

solo puedan alcanzar el epitelio a partir de las capas inferiores.

I1I. GENERACION DE SUSTITUTO PALATINO COMPLETO
MULTICAPA CON TEJIDO OSEO Y MUCOSA ORAL
PALATINA

Tras la generacion del sustituto 6seo y del sustituto de mucosa
palatina, se aplicaron técnicas de biofabricacién utilizando un
biorreactor de nanoestructuracion (Garzon et al,, 2009) para fusionar
irreversiblemente ambas estructuras y generar de este modo un

sustituto completo del paladar duro (Figura 9).

En primer lugar, el sustituto 6seo se coloc6 sobre una membrana
de nylon con poros de 0,22pum depositada sobre 5 hojas de papel de filtro
absorbente 3MM. Tras ello, se deposité cuidadosamente el sustituto de
mucosa oral palatina sobre el sustituto dseo, estando el estroma en
contacto directo con el mismo y el epitelio en la capa mas superficial.
Colocamos posteriormente una malla de nylon de 2Zmm de luz de malla

para proteger el epitelio de la compresion posterior y, sobre ésta, otra
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membrana de nylon con poros de 0,22um y 5 hojas de papel de filtro
absorbente 3MM. Finalmente se aplica sobre toda la estructura un
fragmento de vidrio de 500g de peso durante 3-5min para inducir la
compresion plastica de ambos hidrogeles y generar la adhesion del
sustituto 6seo al sustituto de mucosa oral palatina. Todos estos
materiales fueron previamente esterilizados mediante autoclave para

mantener la esterilidad para futura aplicacion in vivo.
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Figura 9. Representacion esquematica del biorreactor de nanoestructuracion
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utilizado en la presente Tesis Doctoral.

EVALUACION IN VIVO DEL SUSTITUTO PALATINO

Tras la generacion del sustituto palatino multicapa, éste se
implant6 de forma autéloga en conejos de laboratorio para determinar

bioseguridad y eficacia en la reparacién palatina.
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Para ello, los animales a los que a las 3 semanas de vida se les
tomaron biopsias en la parte anterior del paladar y en el pliegue inguinal
y que ahora alcanzaban las 7-8 semanas fueron divididos en 3 grupos de

estudio de forma aleatoria:

e Grupo I (grupo de estudio). En un primer grupo, se creé un

defecto osteomucoso de espesor completo a nivel del lado
derecho del paladar, dejandose el lado izquierdo como control. En
este defecto se implant6 de forma autdloga el sustituto palatino
multicapa previamente generado.

e Grupo II (control negativo). En este grupo de animales, se generd

el mismo defecto osteomucoso de espesor completo que en el
grupo I, dejandose el defecto sin cubrir.

e Grupo III (control positivo). Como control positivo, se estudiaron

conejos sin defecto creado en el paladar (animales a los que sélo

se les obtuvieron las biopsias).

Enlos animales de los grupos I y 1], se utilizé anestesia general con
Ketamina a dosis de 25mg/kg de peso y Xilacina a dosis de 5mg/kg de
peso. Posteriormente, se infiltré con anestesia local la zona del paladar
duro del lado derecho a nivel del segundo molar. Tras ello, se extirp6 un
bloque circular de fibromucosa oral palatina de 4mm de diametro
mediante un punch quirurgico estéril, dejando expuesto el hueso
subyacente. A continuacion, se utilizé una trefina de 4mm de diametro
adaptada a pieza de mano motorizada para extirpar un bloque de hueso,
dejando un orificio de 4mm que conectaba con la mucosa nasal intacta a

nivel craneal y con la cavidad oral a nivel caudal (Figura 10).
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Figura 10. Extirpacion de bloque circular de fibromucosa oral palatina de 4mm de
diametro mediante un punch quirdrgico estéril y creacion de defecto dseo con fresa de
trefina de 4 mm en el hemipaladar derecho a nivel del segundo molar.

En los animales del grupo I, este defecto se cubrié con el tejido
artificial multicapa generado, colocandose de forma que el sustituto 6seo
contactara con la mucosa nasal y el epitelio del sustituto de la mucosa
oral palatina contactara con la cavidad oral. Para ello, se utiliz6 sutura

reabsorbible de 5/0 de acido poliglicolico (Braun, Melsungen, Germany).

En todos los casos, el hemipaladar izquierdo permanece sin

alteraciones, tomandose como referencia control para cada animal.

En las dos semanas posteriores a la cirugia, la alimentacion de
todos los animales del estudio consistié en alimento especifico para

conejos gelificado para evitar la friccién con el implante. Se administro
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analgesia postoperatoria en el agua de bebida (Metamizol magnésico

100mg/kg de paso cada 24 horas).

A las 12 semanas de la cirugia, todos los animales fueron
sacrificados mediante anestesia general con Ketamina a dosis de
25mg/kg de peso y Xilacina a dosis de 5mg/kg de peso y posterior

inyeccion intracardiaca de cloruro potasico.
ANALISIS MORFOMETRICO

Para evaluar la utilidad in vivo de los sustitutos completos del
paladar, se realiz6 un analisis morfométrico en todos los animales en el
momento del sacrificio. Para ello, se extrajo en bloque el paladar de cada
animal, obteniéndose medidas de longitud desde el rafe medio al
segundo molar tanto en el lado derecho como en el lado izquierdo
utilizando un calibre de precision digitalizado. Cada medida se realizo
tres veces y se hall6 la media para su analisis. Tras ello, se calcul6 el
porcentaje de la distancia total que correspondia a cada uno de los

hemipaladares.

Del mismo modo, se determin6 la morfologia de la superficie de la

mucosa palatina y el efecto a nivel del desarrollo de los molares.
ANALISIS HISTOLOGICO

En la presente Tesis Doctoral se analizaron histolégicamente dos

tipos de muestras:
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1. Muestras de sustituto palatino multicapa generado en laboratorio
(muestras ex vivo). Estas muestras se fijaron en formol
tamponado y se procesaron de forma rutinaria para su inclusion
en parafina.

2. Muestras in vivo correspondientes al paladar de los animales de
los grupos de estudio I, II y IIl. En estos casos, se obtuvieron
muestras correspondientes al hemipaladar intervenido y al
hemipaladar control, las cuales fueron divididas en dos a nivel de
la mitad de la zona intervenida (a nivel del segundo molar en el
grupo III). Una de estas muestras se utilizo para el estudio de la
mucosa oral palatina, por lo que se procedidé a extirpar esta
estructura del hueso, fijandose en formol e incluyéndose en
parafina. La otra muestra se utilizo para el estudio del hueso
palatino, por lo que se procedi6 a su fijacion en formol y
descalcificacién mediante incubaciéon alrededor de 48h en el
agente descalcificante Ana Morse, compuesto por una solucién al
50% de acido féormico y un 20% de citrato sddico en agua
destilada. Tras ello, se lavaron en PBS y se procesaron de forma

rutinaria para su inclusién en parafina.

Para su inclusion en parafina, cada muestra previamente fijada se
deshidraté en concentraciones crecientes de etanol, se impregnd en
xileno y se incluy6 en parafina liquida. Tras ello, se obtuvieron secciones
de 4-5um de grosor utilizando un micrétomo. Estas secciones fueron
desparafinadas en xileno y rehidratadas utilizando concentraciones

decrecientes de etanol.
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Para observar la estructura histolédgica de los tejidos en cada uno
de los diferentes grupos de estudio, se realiz6 un el analisis histolégico
mediante tincidon con hematoxilina-eosina. Brevemente, cada muestra se
tind con hematoxilina, se lavd en agua, se tifid con eosina y se deshidrato
en concentraciones crecientes de etanol, impregnandose en xileno y

montandose con cubreobjetos para observacion histoldgica.

Para determinar la expresion de citoqueratinas a nivel del epitelio
de la mucosa oral palatina y de osteocalcina a nivel del hueso, se
realizaron técnicas de inmunohistoquimica. Para ello, se utilizaron
usamos anticuerpos primarios anti-CK4 (Sigma-Aldrich), CK13 (Sigma-
Aldrich), CK5 (Sigma-Aldrich), CK19 (Master Diagndstica, Granada,
Espafia) y anti-osteocalcina (Abcam, Cambridge, Reino Unido). Como
anticuerpos secundarios, se utilizé anticuerpos anti-ratén marcados con
pigmento fluorescente FITC (para deteccion de citoqueratinas) o con
biotina (para osteocalcina). En el caso de las citoqueratinas, se utilizd
medio de montaje con DAPI y el andlisis se realiz6 en un microscopio de

fluorescencia Nikon Eclipse 90i (Nikon Corp., Tokio, Japon).

Para la determinacion de la presencia de proteoglicanos, fibras
reticulares, fibras de colageno y depdsitos mineralizados se aplicaron los
meétodos histoquimicos azul alcian, reticulina de Verhoeff, picrosirius y
rojo alizarina, respectivamente, siguiendo protocolos estandar de
laboratorio (48) (Oliveira et al, 2013). Todas estas muestras se
analizaron en un microscopio Nikon Eclipse 90i utilizando luz blanca
(Nikon Corp., Tokio, Japén). En el caso del picrosirius, las fibras de

colageno fueron examinadas bajo luz polarizada y no polarizada.
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CUANTIFICACION HISTOLOGICA Y ANALISIS ESTADISTICO

En un primer momento, se tomaron microfotografias de cada tipo
de tejido y de cada técnica de tincion. Tras ello, se cuantificd la intensidad
de sefial de cada tipo de tincion (sefal en los colores rojo, verde y azul o
RGB) utilizando el software Image] (National Institutes of Health, EEUU)
como se describio previamente (Hendriks, Riesle y Blitterswijk, 2010).
De cada muestra, se tomaron 15 medidas en puntos independientes y
escogidos aleatoriamente. Tras ello, se calcul6o el promedio de los
resultados de cada muestra eliminando la sefial blanca (fondo o
background) de cada medicidn. Finalmente, se normalizaron los valores
obtenidos en cada caso respecto al control, el cual se consider6 como
100% de intensidad de sefial. Este método nos permitié determinar la
intensidad de tincion de cada muestra como un porcentaje que toma

como maximo valor la sefial correspondiente al control preestablecido.

La significacion estadistica se determind mediante el test de
Mann-Whitney para dos muestras independientes (en los casos que
comparamos dos grupos de estudio) y el test de Kruskal-Wallis cuando
comparamos tres grupos. Para comparar el porcentaje de distancia
correspondiente a cada hemipaladar (izquierdo frente a derecho), se
utilizo el test exacto de Fischer. Este test se utiliz6 también para
comparar entre si los porcentajes de distancia obtenidos en los distintos
grupos de estudio. Se tomaron como valores estadisticamente
significativos aquellos valores de p menores a 0,05 y se realizaron en

todo momento pruebas de doble cola.
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RESULTADQOS

FACTIBILIDAD DE LA TECNICA

La aplicacion de los protocolos descritos en el apartado Material
y Métodos de la presente Tesis Doctoral permiti6 realizar con éxito la
cirugia prevista en los animales. Por un lado, permitié crear un defecto
palatino critico a nivel del paladar 6seo y mucoso. Por otro lado, permitio
evaluar los nuevos tejidos generados por ingenieria tisular, los cuales

pudieron ser implantados satisfactoriamente.

Todos los animales toleraron correctamente tanto la anestesia
general como la intervencion quirurgica y el postoperatorio, y no se
apreciaron complicaciones o reacciones secundarias al implante del
material injertado. La técnica demostro ser factible en todos los animales

intervenidos.
ANALISIS MORFOMETRICO

Una vez concluido el periodo de seguimiento, se procedié al
sacrificio de los animales y al analisis morfométrico de la fibromucosa
palatina mediante la determinacion macroscdpica de la distancia
existente desde el rafe medio hasta el segundo molar en ambos

hemipaladares.
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Dicho analisis reveld, en primer lugar, que ambos hemipaladares
presentaban medidas similares en el grupo control positivo (animales no
intervenidos, Figura 11.A), con un 50,2% de la longitud total del paladar
correspondiente al lado izquierdo y un 49,8% en el lado derecho. Las
diferencias fueron no significativas (p>0,05) y la longitud del
hemipaladar derecho equivalia a un 99,2% de la longitud del

hemipaladar izquierdo.

Sin embargo, cuando se analizé el control negativo (animales a los
que se les realizo un defecto osteo-mucoso palatino en el lado derecho
que no fue reparado, Figura 11.B), se encontré que la longitud del
hemipaladar izquierdo (lado control) correspondié al 59,6% de la
longitud total del paladar (distancia total entre los dos segundos
molares). Sin embargo, el hemipaladar derecho (lado intervenido)
correspondia al 40,4% de la longitud total del paladar y su longitud
equivalia al 67,9% de la longitud del hemipaladar control. Las diferencias

fueron estadisticamente significativas (p=0,0071).

En el grupo de estudio (defecto creado y reconstruido con el
sustituto palatino multicapa generado por ingenieria tisular, Figura
11.C), el analisis morfométrico reveld escasas diferencias en la longitud
del hemipaladar derecho y del izquierdo. En concreto, el hemipaladar
izquierdo (lado control) correspondié al 50,1% de la longitud total del
paladar, mientras que la del derecho (lado intervenido) correspondi6 al
49,9% de dicha longitud. El lado intervenido correspondia al 99,4% de la
longitud del lado control y las diferencias no resultaron significativas

(p>0,05).
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La comparacion de los distintos grupos entre si mostré que la
longitud del lado intervenido fue significativamente inferior en el control
negativo que en el control positivo (p=0,0001) y en el control negativo
que en el grupo de estudio (p=0,0001). Sin embargo, los valores

obtenidos en el grupo de estudio fueron similares a los del control

positivo no intervenido (p>0,05).

Figura 11. Vista macroscoépica de los tejidos blandos del paladar (D, lado derecho; I, lado
izquierdo) en cada grupo de estudio. A. Control positivo (sin intervencion). B. Control
negativo (defecto no reparado). C. Grupo de estudio (defecto reparado con sustituto
palatino multicapa). El lugar del defecto creado/injerto es sefialado con punteado

rectangular.
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_ Lado Izquierdo | Lado derecho | % Lado derecho Valor de p

Control positivo

(cP) 50,2 49,8 99,2 >0,05
Control negativo 59,6 404 679 0,0071*
(CN)
SRSl 50,1 49,9 99,4 50,05
(GE)
CPvsCN p=0,0001*
CPvs CE P>0,05
CN vs CE P=0,0001*

Tabla 1. Analisis morfométrico del paladar de los conejos. Control positivo (CP, conejos
no intervenidos), control negativo (CN, defecto no reparado) y grupo de estudio (GE,

defecto reparado con sustituto palatino multicapa (SPM)).

ANALISIS HISTOLOGICO IN VIVO E IN VITRO DE LOS
SUSTITUTOS PALATINOS MULTICAPA

El analisis histologico in vitro del sustituto palatino multicapa
utilizando la tincion de hematoxilina-eosina (Figura 12), revel6 la
presencia de una estructura histologica trilaminar compuesta por tres

capas:

e La capa mas externa o superficial (sustituto epitelial)
consiste en 3-4 capas de queratinocitos. Aunque el epitelio
estuvo expuesto a la técnica aire-liquido, no se observan
signos de queratinizacion terminal. Ademas, no se

observan ni papilas coridnicas ni crestas epiteliales.
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e La capa media (sustituto estromal) se compone
principalmente de fibras del biomaterial de fibrina-
agarosa y células dispersas.

e La capa mas interna (sustituto dseo) esta constituida por

una matriz fibrilar densa que contiene numerosas células.

Figura 12. Evaluacion estructural histolégica del sustituto palatino multicapa (SPM)
generado en laboratorio previamente a su implante en animales de laboratorio. Barra
de escala a 100pmLas capas tisulares estan marcadas con ndmeros (1, Sustituto
epitelial. 2, Sustituto estromal. 3, Sustituto 6seo).

Cuando se analiz6 el paladar de los animales no intervenidos
(control positivo), se encontrd una estructura trilaminar formada por las

siguientes capas:

e Una capa superficial constituida por un epitelio
pavimentoso estratificado bien diferenciado con

numerosas crestas y papilas y un gran nimero de estratos
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celulares en los que se diferenciaban claramente los
estratos basal, espinoso, granuloso y cérneo (Figura 13).

e Una capa intermedia correspondiente al corion o estroma
en el que se aprecia una densa matriz extracelular vascular
con numerosas células de tipo fibroblastico inmersas en su
interior.

e Una capa interna correspondiente al hueso palatino bien

configurado con osteocitos inmersos en una matriz

extracelular muy densa.

Figura 13. A, Evaluaciéon morfolégica y estructural del paladar del conejo control. B.
Magnificacion del area marcada en rojo en (A). Barra de escalaa 100um en (B) y a 1Imm
en (A). Las capas tisulares estan marcadas con niimeros en capa imagen (1 epitelio; 2
estroma; 3 hueso).

El analisis in vivo del tejido palatino injertado en conejos de
laboratorio (grupo de estudio), mostré importantes diferencias respecto

al tejido mantenido en cultivo (in vitro). En general, el sustituto palatino
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multicapa implantado in vivo mostré las siguientes capas o estratos

tisulares:

A nivel de la superficie del sustituto implantado
(hemipaladar derecho), se observé un epitelio
estratificado de tipo pavimentoso bien configurado
constituido por alrededor de 20 estratos celulares en el
hemipaladar derecho. En el lado izquierdo (no operado),
sin embargo, encontramos un epitelio formado por un
numero claramente mayor de estratos celulares. En ambos
casos, se aprecia una capa basal, un estrato espinoso, un
estrato granuloso y un estrato coOrneo, asi como
abundantes crestas epiteliales y papilas coridnicas,
aunque las encontramos en menos cantidad en el lado
operado que en el lado control (Figura 14).

La capa estromal estaba constituida por una densa matriz
extracelular bien organizada con abundantes células y
vasos sanguineos muy similar al que se encontr6 en el
hemipaladar izquierdo utilizado como control.

La capa Osea presentd una estructura homogénea con
abundantes células de tipo osteoblasto inmersas en una
matriz extracelular muy densa que no presentaba

diferencias apreciables respecto al lado control.
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Figura 14. Evaluacion morfoldgica y estructural del sustituto palatino multicapa (SPM)

in vivo. A, Evaluacion in vivo del sustituto palatino multicapa injertado en el grupo de
estudio (GE). El lugar del injerto esta marcado con punteado cuadrangular. B, Tejido
injertad sefialado en azul en (A). C. Control de tejido no injertado tomado del mismo
animal (sefalado en verde en (A)). Barras de escalaa 100um en (B), (C) ya 1mm en (A).
Las capas tisulares estdn marcadas con nimeros en capa imagen (1 epitelio; 2 estroma;

3 hueso).

ANALISIS DE MARCADORES DE DIFERENCIACION
EPITELIAL DEL SUSTITUTO PALATINO MULTICAPA

El analisis de citoqueratinas, las proteinas mas caracteristicas del
tejido epitelial, nos permitié determinar niveles de diferenciacién celular
en los distintos tejidos analizados en la presente Tesis Doctoral (Tabla 2

y Figura 15).
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En primer lugar, este analisis revelé que las citoqueratinas CK4 y
CK13 eran intensamente positivas en todas las capas epiteliales de los
sustitutos palatinos generados en laboratorio y mantenidos in vitro. Sin
embargo, en el sustituto palatino injertado en el paladar de los conejos
de laboratorio (grupo de estudio), la expresion de estos marcadores fue
débilmente positiva, y las sefiales positivas se encontraron restringidas
a las capas mas apicales del epitelio. Las muestras correspondientes a los
controles positivos (animales no intervenidos), mostraron asimismo
expresion de CK4 y CK13 restringida a las capas mas superficiales del
epitelio, aunque la intensidad de expresion fue significativamente mayor
en comparacion con el grupo de estudio. En segundo lugar, el analisis de
expresion de citoqueratina CK5 demostro ausencia de esta proteina en
las muestras mantenidas in vitro. Sin embargo, CK5 resulté débilmente
positiva en las capas mas apicales del epitelio del grupo control e
intensamente positiva en las capas apicales del epitelio de las muestras
control. Finalmente, la expresion de la citoqueratina CK19 resulto
intensamente positiva en las capas suprabasales de las muestras in vitro,
siendo su expresion significativamente menor y restringida a las capas
mas apicales en el epitelio de la muestras injertadas in vivo en el grupo
de estudio. En la mucosa oral control se encontr6 sefial intensamente
positiva de CK19 en las capas suprabasales, con mayor expresion en el

estrato celular apical.
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EK4 EK 13 EKS K19

Figura 15. Analisis con inmunofluorescencia de la expresién de citoqueratinas en la

capa epitelial de los controles y los animales del grupo de estudio. La expresion de las
citoqueratinas CK4, CK13, CK5 y CK19 corresponde a la sefial verde. IV-SPM, sustituto
palatino multicapa in vitro. GE: sustituto palatino multicapa injertado en los animales

del grupo de estudio. CP: grupo control positivo. Barra de escala: 50pum.

In Vitro (iv-SPM) +++1.23 +++123 +++12
Grupo estudio (GE) +1 +1 +1 41
Control positivo (CP) +++1 +++1 +++1 +++1.2

Tabla 2. Andlisis semicuantitavivo de la inmunofluorescencia in vitro (iv-SPM) e in
vivo (GE) del sustituto palatino multicapa y del epitelio palatino del grupo control (CP)
determinado por inmunohistoquimica para diferentes citoqueratinas. lcapas apicales

del epitelio. 2capas medias del epitelio. 3capas basales del epitelio.
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ANALISIS HISTOQUIMICO DEL ESTROMA DEL SUSTITUTO
PALATINO MULTICAPA

En primer lugar, el analisis histoquimico de la presencia de
proteoglicanos determinada mediante el método histoquimico de azul
alcian mostré muy poca presencia de estos componentes en el estroma
de las muestras mantenidas in vitro. Por el contrario, el estroma de la
mucosa palatina no sometida a intervencion (controles positivos)
mostro intensa sefial histoquimica para estos componentes. El analisis
de los hemipaladares en los que se injert6 el sustituto multicapa de
paladar mostro sefal histoquimica superior a la de las muestras in vitro
pero que no alcanzé los niveles del paladar control. Las diferencias entre
los distintos grupos de estudio fueron estadisticamente significativas

(Tabla 3 y Figura 16).

En segundo lugar, el analisis histoquimico para fibras elasticas
utilizando la técnica de Verhoeff mostr6 escasa presencia de estos
componentes fibrilares de la matriz extracelular en todas las muestras,
siendo las muestras de paladar control las que presentaban mayor
abundancia de estas fibras y las muestras mantenidas in vitro las que
presentaban menor cantidad de fibras elasticas. Las diferencias entre los
distintos grupos de estudio fueron estadisticamente significativas (Tabla

3y Figura 16).

Por otra parte, el analisis de fibras de colageno mediante la técnica
histoquimica de picrosirius revel6 gran cantidad de estas fibras en los

controles de paladar no intervenido, siendo muy escasas en las muestras
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mantenidas in vitro. Las muestras de sustituto palatino multicapa
implantadas in vivo presentaron niveles de colageno equivalentes a
aproximadamente la mitad que en los controles. Las diferencias entre los
distintos grupos de estudio fueron estadisticamente significativas (Tabla
3 y Figura 16). El analisis de los resultados utilizando luz polarizada
confirmd la mayor presencia de fibras maduras de colageno en los
controles y una mayor orientacion de estas fibras en comparaciéon con

las muestras del grupo de estudio.

AZUL ALCIAN VERHOEFF PICROSIRIUS PICROSIRIUS POLARIZADO

V-
SPM

GE

cP

Figura 16. Analisis histoquimico del estroma de los sustitutos palatinos multicapa
mantenidos in vitro (IV-SPM) e in vivo (GE) y en tejido palatino control (CP). Se muestra
el analisis de la presencia de proteoglicanos (A, E), fibras elasticas (B, F) y fibras de
colageno (C, D, G, H) mediante tincion de azul alcian, Verhoeff'y picrosirius (polarizado

y no polarizado). Los recuadros sefalan el area magnificada para cada grupo en color
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verde (IV-SPM), azul (GE) y amarillo (CP). Barra de escalaa 5mm (A-D) y a 50um (resto

de las fotografias).

Control A
positivo IV vs GE IV vs CP GE vs CP GE vs
(cp) cpP

ESTROMA MUCOSA ORAL
Azul Alcidn 36,95+3,27  73,91+23,44 100+17,96 0,00150* 0,00001* 0,01150*  0,00006*
Verhoeff 22,16+13,70 48,46+26,55 100+25,24 0,01150* 0,00150* 0,00105*  0,00044*
Picrosirius 13,9146,58  48,46%29,19 100+30,60 0,01854* 0,00001* 0,00209*  0,00016*

Grupo

il Estudio (GE)

Tabla 3. Analisis cuantitativo de los componentes relevantes del estroma de la mucosa
oral in vitro (iv-SMP) e in vivo (GE) del sustituto palatino multicapa (SPM), y del
paladar del grupo control positivo (CP), determinados por histoquimica e
inmunohistoquimica. Para cada método los resultados muestran la media *+ la
desviacion estandar de cada muestra. Las columnas de la derecha muestran el valor p
de la comparacién por parejas de las muestras con el test de Mann-Whitney, y la
comparacion global de las tres muestras con el test de Kruskal-Wallis. Las diferencias

estadisticamente significativas estan indicadas con *.

ANALISIS HISTOQUIMICO E INMUNOHISTOQUIMICO DEL
HUESO PALATINO DEL SUSTITUTO PALATINO MULTICAPA

Para determinar la presencia de componentes fundamentales de
la matriz extracelular en el tejido 6seo de los sustitutos tisulares
generados en esta Tesis Doctoral, se utilizaron distintos métodos

histoquimicos e inmunohistoquimicos.

En primer lugar, el analisis de componentes mineralizados de la
matriz extracelular utilizando rojo alizarina revel6 la presencia de

depositos mineralizados en la capa correspondiente al sustituto 6seo de
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las muestras mantenidas in vitro, aunque la cuantificacion de estos
componentes fue inferior a la que se encontro en el hueso palatino de los
controles positivos no intervenidos. Los sustitutos palatinos multicapa
mostraron sefal positiva superior a la de las muestras in vitro, pero
inferior a la de los controles. Las diferencias entre los distintos grupos de

estudio fueron estadisticamente significativas (Tabla 4 y Figura 17).

En segundo lugar, el analisis inmunohistoquimico de la presencia
de osteocalcina reveld la escasa sefial encontrada para este marcador
0seo en las muestras mantenidas in vitro, la cual aumenté una vez
implantado in vivo, aunque sin alcanzar los niveles de los controles. Las
diferencias entre los distintos grupos de estudio fueron estadisticamente

significativas (Tabla 4 y Figura 17).

Finalmente, el analisis de fibras de colageno utilizando la técnica
histoquimica de picrosirius en el sustituto 6seo del tejido artificial revelo
que la intensidad de colageno en esta capa de los sustitutos palatinos
multicapa fue inferior a la de los controles de hueso no intervenido. Sin
embargo, los sustitutos palatinos multicapa implantados en el grupo de
estudio mostraron niveles similares de expresion de colageno que los
controles positivos. Las diferencias entre los sustitutos mantenidos in
vitro y los grupos de estudio y control fueron estadisticamente
significativas, pero no hubo diferencias entre el grupo de estudio y el

grupo control positivo (Tabla 4 y Figura 17).
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ROJO OSTEOCALCINA PICROSIRIUS PICROSIRIUS POLARIZADO
A ALIZARINA

V-
SPM

GE

Figura 17. Andlisis histoquimico e inmunohistoquimico del hueso de los sustitutos
palatinos multicapa mantenidos in vitro (IV-SPM) e in vivo (GE) y en tejido palatino
control (CP). Se muestra el anadlisis de la presencia de mineralizaciéon (A, E),
osteocalcina (B, F) y fibras de colageno (C, D, G, H) mediante tincién de rojo alizarina,
inmunohistoquimica para osteocalcina y picrosirius (polarizado y no polarizado). Los
recuadros sefialan el area magnificada para cada grupo en color verde (IV-SPM), azul

(GE) y amarillo (CP). Barra de escala a 5mm (A-D) y a 50um (resto de las fotografias).
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Control
positivo IV vs GE IV vs CP
(cP) cP

HUESO
Rojo Alizarin  43,9949,49  78,52+13,65 100+7,34  0,00004* 0,00001* 0,00008* 0,00000*
Osteocalcina 15,81+2,61  55,86+12,02 100+16,96 0,00001* 0,00001* 0,00008* 0,00000*
Picrosirius 29,53+11,70 109,55+28,29 100+36,89 0,00001* 0,00001* 0,57874 0,00006*

Grupo

Estudio (GE)

Tabla 4. Analisis cuantitativo de los componentes relevantes del hueso in vitro (iv-
SMP) e in vivo (GE) del sustituto palatino multicapa (SPM), y del paladar del grupo
control positivo (CP), determinados por histoquimica e inmunohistoquimica. Para cada
método los resultados muestran la media * la desviacion estandar de cada muestra. Las
columnas de la derecha muestran el valor p de la comparaciéon por parejas de las
muestras con el test de Mann-Whitney, y la comparacion global de las tres muestras con
el test de Kruskal-Wallis. Las diferencias estadisticamente significativas estan indicadas

con *,
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DISCUSION

El tratamiento de la fisura labiopalatina requiere a menudo
multiples intervenciones quirurgicas que pueden dar lugar a
alteraciones del crecimiento maxilofacial y otras complicaciones
(Tavakolinejad et al., 2014). Uno de los problemas mas importantes a los
que se enfrenta la cirugia reconstructiva de la fisura labiopalatina es la
falta de tejido sano que permita una reparacion eficiente del paladar para
aislar la cavidad oral de la nasal. Ademas, la fisura alveolar es un defecto
osteomucoso que se presenta hasta en el 75% de los pacientes afectados
de fisura labiopalatina (Cho-Lee et al, 2013), precisando para su
reparacion el uso de injertos 6seos en la intervencion denominada
alveoloplastia. La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo contribuir
a la busqueda de nuevas soluciones que posibiliten un tratamiento mas
eficaz y regenerativo de esta patologia, disminuyendo sus

complicaciones.

A este respecto, la ingenieria tisular es un area de investigacion
biomédica que ha logrado desarrollar en los ultimos afios un gran
numero de tejidos y drganos para uso clinico, lo que ha permitido la
creacion, entre otros, de cornea, piel, mucosa oral, nervio y tejido 6seo a
partir de pequeiias biopsias de los tejidos que se quieren reproducir o de
células madre de origen mesenquimal (Nieto-Aguilar et al., 2011; Stanko

et al., 2013; Fernandez-Valadés-Gamez et al, 2016; Tong et al,, 2016).
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Estudios realizados en animales de experimentacion sugieren que el
tejido 6seo obtenido mediante ingenieria tisular puede ser una
alternativa valida para el tratamiento de pacientes con defectos
palatinos, aunque aun es necesario seguir investigando en este campo
(Pourebrahim et al., 2013; Huang et al, 2015; Liceras-Liceras et al.,
2017).

Aunque se han logrado resultados satisfactorios en lo que se
refiere a la construccidon de tejidos simples mediante ingenieria de
tejidos, la generacion de estructuras complejas constituidas por
diferentes tejidos como es el caso del paladar continta sin resolverse de

forma satisfactoria.

En la presente Tesis Doctoral describimos la fabricacion de un
sustituto multicapa de paladar duro en un modelo compuesto de conejo
de laboratorio que, por primera vez, se compone de tres tejidos distintos
generados por ingenieria tisular y perfectamente integrados (y no
meramente apuestos): epitelio de mucosa oral, estroma de mucosa oral
y hueso palatino. Al integrar la mayor parte de los componentes del
paladar duro, este modelo aporta una estructura mas anatémica y
funcional y ofrece una nueva herramienta terapéutica para la reparacion
del paladar. Ademas, debido a su naturaleza biomimética del tejido a
reparar, este modelo podria contribuir a la prevencidn de alteraciones
en el desarrollo facial. Para ello, nuestro grupo de investigacion utilizo
técnicas de nanoestructuraciéon basadas en métodos de compresion
plastica previamente descritos por Robert Brown (Cheema y Brown,

2013).
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Hasta ahora, algunos estudios describen la generacion de
materiales multicapa consistentes en varios estratos del mismo
biomaterial o del mismo tejido (Silva et al, 2016; Martins et al.,, 2017),
pero no existen trabajos que describan la fusion de distintos tejidos para
generar una estructura compleja e integrada como la que se describe en
la presente Tesis Doctoral. Por otro lado, la utilizacién de impresoras 3D
podria contribuir a la fabricaciéon de tejidos complejos (Murphy y Atala,
2014; Kacarevi¢, 2018; You et al, 2018), pero, hasta la fecha, esta
tecnologia no se ha podido aplicar a estructuras tan complejas como el
paladar duro, en el que existe tejido 6seo, tejido conectivo y epitelio
estratificado, los cuales deben estar perfectamente integrados. Con la
nanoestructuracion, técnica descrita inicialmente para la generacion de
tejidos mas simples, hemos podido fusionar eficientemente distintas
estructuras generadas mediante ingenieria tisular (una mucosa oral con
epitelio y estroma y un sustituto 6seo) para obtener un sustituto
multicapa del paladar duro. Aunque el mecanismo intimo de la
nanoestructuracion aun no es bien conocido, trabajos previos sugieren
que la combinacién de fuerzas de compresion y de deshidratacion
controlada induce la formacion de enlaces intermoleculares entre los
biomateriales de las distintas estructuras implicadas para generar una
nueva estructura compuesta que podria ser clinicamente util (Scionti et

al, 2014).

El analisis del sustituto palatino multicapa generado en la
presente Tesis Doctoral reveld la presencia de los tres tejidos que
componen el paladar duro, los cuales presentaban una estructura

histolégica analoga a la de los tejidos nativos, con una perfecta
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integracion entre las tres capas. Sin embargo, existian diferencias en el
grado de diferenciacién de los distintos tejidos que lo componen. A este
respecto, numerosos estudios previos demostraron que los tejidos
artificiales generados en laboratorio presentan bajos niveles de
diferenciacion celular mientras se mantienen en laboratorio (in vitro),
pero estos tejidos son capaces de diferenciarse hasta niveles similares a

los del tejido control una vez implantados in vivo.

De hecho, nuestro grupo de investigacion demostr6 que la mucosa
oral artificial humana mantenida en cultivo hasta 3 semanas presenta
bajo nivel de diferenciacion y escasa diferenciacion epitelial, lo que se
demuestra en la ausencia de estrato corneo, crestas y papilas y otras
estructuras de diferenciacion terminal, las cuales se desarrollan una vez
implantada in vivo en animales de laboratorio(Garzon et al, 2009;
Alfonso-Rodriguez et al., 2015). En el caso de la mucosa palatina del
conejo de laboratorio, trabajos previos constataron que la mucosa oral
artificial es capaz de diferenciarse y expresar marcadores de maduracion
y diferenciacién analogos a la mucosa oral nativa control una vez
implantada in vivo ortotopicamente (Fernandez-Valadés-Gamez et al.,

2016).

A este respecto, el estudio de marcadores epiteliales en la capa
epitelial del sustituto palatino multicapa mantenido in vitro reveld la
presencia de diversas citoqueratinas propias del epitelio estratificado de
la mucosa oral (CK4, 13y 19), aunque la expresion aparecia en la mayoria
de los estratos epiteliales a diferencia de las muestras control. Ademas,

los tejidos artificiales no expresaban la citoqueratina CKS5 in vitro, la cual
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era positiva en los controles. Estos resultados concuerdan con hallazgos
previos del Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada y
demuestran que la mucosa oral generada por ingenieria tisular y
mantenida in vitro presenta cierto nivel de diferenciacion y
queratinizacion en este estadio, pero que no alcanza los niveles de
diferenciacion de la mucosa palatina nativa (Garzon et al., 2009; Garzon

etal,2009,2013).

Al injertar in vivo el sustituto palatino multicapa, se encontraron
ciertas diferencias respecto a los tejidos mantenidos in vitro. En concreto,
el patrén de expresion de citoqueratinas tiende a asemejarse al del tejido
control (expresion positiva suprabasal de CK4, 13, 5 y 19), aunque su
expresion es menor que en las muestras control. Probablemente, este
cambio de expresidn de citoqueratinas una vez implantados los tejidos
se deba a la recepcion de sefiales locales y paracrinas aportados por los
tejidos adyacentes y el torrente circulatorio, los cuales son capaces de
inducir diferenciacion y biointegracion en el nuevo sustituto multicapa
(Martin-Cano et al.,, 2013). Posiblemente, tiempos de seguimiento mas
prolongados puedan asociarse a mayores niveles de diferenciacion del

sustituto multicapa.

Con respecto a la capa estromal de la mucosa oral del sustituto
palatino multicapa, nuestros resultados sugieren que los tejidos
artificiales mantenidos in vitro presentan escasos niveles de maduracion
y diferenciacidn tisular, al igual que ocurria con el epitelio. Por un lado,
la estructura histoldgica del estroma artificial revel6 la existencia de un

sustituto tisular rico en fibras organizadas en todas las direcciones del
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espacio, con algunas células en su interior, pero no existian vasos
sanguineos ni estructuras de diferenciacion tipo crestas o papilas. Por
otro lado, la composicion de este estroma confirmé su escaso nivel de
diferenciacion por la significativamente menor presencia de fibras de
colageno y elasticas y de proteoglicanos en comparacion con el paladar
control. Estos resultados vuelven a coincidir con trabajos previos que
demostraron que el estroma de la mucosa oral generada por ingenieria
tisular presenta escasos niveles de diferenciacion mientras se mantiene
in vitro (Vifiuela-Prieto et al, 2015; Fernandez-Valadés-Gamez et al,
2016). Sin embargo, el uso de estos tejidos artificiales podria permitir la
reparacion de los tejidos dafiados de forma eficiente al integrarse de

forma satisfactoria en el lecho receptor.

Una vez implantado in vivo el sustituto palatino multicapa,
encontramos un aumento de los niveles de diferenciacion del estroma.
En primer lugar, la estructura histologica del estroma fue muy similar a
la del estroma control, encontrandose un gran numero de vasos
sanguineos y células estromales de distinta naturaleza (fibroblastos,
macrofagos, etc.), asi como incipientes crestas y papilas. Todos estos
hallazgos vuelven a confirmar la importancia del ambiente in vivo como
medio inductor de la diferenciacion tisular. En segundo lugar,
encontramos diferencias significativas en la composicién del estroma
implantado in vivo. En concreto, el estroma mantenido in vivo presento
mayor cantidad de proteoglicanos, fibras de colageno y fibras elasticas,

aunque sus niveles no alcanzaron los niveles del tejido control.
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Los proteoglicanos se encuentran entre los constituyentes
tisulares mas importantes tanto desde un punto de vista estructural
como funcional. Los proteoglicanos estan normalmente constituidos por
una proteina central unida por enlaces covalentes a uno o mas
glucosaminoglicanos del mismo o de diferente tipo (Theocharis et al,
2016). Los proteoglicanos interactian con numerosos factores de
crecimiento, citoquinas y quimiocinas, receptores celulares de superficie
y moléculas de la matriz extracelular para posibilitar la correcta
fisiologia del tejido conectivo (Maquart, 2015; Heindryckx y Li, 2018). El
aumento de la expresidon de proteoglicanos en el estroma injertado in
vivo podria explicarse por la induccion de tejidos adyacentes o aportados
via sanguinea y estaria relacionado con una mayor funcionalidad de este
tejido en procesos como sefalizacion, proliferacion, migracion,

diferenciacidn, apoptosis y adhesion celular.

En lo que respecta a los componentes fibrilares del estroma, su
aumento en las muestras in vivo podria estar en relacién con mayor
diferenciacion tisular y con un incremento de sus propiedades
biomecanicas (resistencia, elasticidad, adaptabilidad, etc.), asi como una
mayor capacidad de reaccion a las fuerzas masticatorias, las cuales
inducirian a su vez la sintesis de estos componentes fibrilares (Wagenseil
y Mecham, 2007; Muiznieks, Weiss y Keeley, 2010). Por estas razones, es
posible que el completo desarrollo de estas fibras requiera mas
estimulacién funcional in vivo durante mayores tiempos de seguimiento.
Curiosamente hemos encontrado una correlacién entre las fibras
elasticas y las fibras colagenas y entre la cantidad de estas fibras y la

cantidad de proteoglicanos. Las fibras colagenas son las principales
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responsables de la rigidez a la torsidn y la resistencia mecanica, y de
nuevo los resultados muestran que es necesaria una estimulacion
mecanica in vivo para conseguir una completa diferenciacion e induccion
de la fibrinogénesis y alineacion de las fibras colagenas (Theocharis et
al,2016). El hecho de que en nuestros tejidos injertados in vivo las fibras
colagenas estén correctamente orientadas sugiere que estas son
funcionales rapidamente tras la implantacion del sustituto palatino

multicapa.

En el caso del hueso generado por ingenieria tisular, trabajos
previos del grupo de investigacion demostraron que los sustitutos 6seos
de fibrina-agarosa con células madre mesenquimales diferenciadas hacia
la estirpe osteogénica presentan escasos niveles de diferenciacion in
vitro (Nieto-Aguilar et al, 2011). Sin embargo, pudimos demostrar en
trabajos previos que estos tejidos son capaces de diferenciarse una vez
implantados in vivo a nivel del paladar duro, expresando marcadores

0seos como osteocalcina (Liceras-Liceras et al., 2017).

En primer lugar, el analisis del hueso en el sustituto palatino
multicapa mantenido in vitro reveld menor cantidad de componentes
fundamentales del hueso como son la osteocalcina, las fibras de colageno
y el componente mineralizado en comparacidon con los controles de
hueso nativo, lo que sugiere, de nuevo, que estas estructuras presentan
bajos niveles de maduracién y diferenciacion. Sin embargo, tras ser
injertado, el tejido in vivo se asocia con un aumento de la mineralizacion
y de la expresion de osteocalcina, aunque en menor nivel que el tejido

control, lo que también hemos observado en el estroma y en el epitelio
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del sustituto palatino multicapa. En cuanto al colageno del hueso,
nuestros resultados revelan que, una vez implantado, el hueso artificial
sintetiza colageno en cantidades similares a los del paladar control, lo
cual sugiere que este importante componente de la matriz no
mineralizada del hueso madura de forma rapida una vez injertado en el

animal de laboratorio.

La mineralizacion es un paso fundamental en la diferenciacion de
los osteoblastos en osteocitos, y su presencia es un buen indicador de
diferenciacion 0sea. La existencia de mineralizacion en el tejido artificial
implantado in vivo muestra que el sustituto dseo es capaz de madurar
cuando se implanta, aunque los niveles de mineralizacion sean menores
que en el hueso control. La correlacién entre la mineralizacion y el
contenido de osteocalcina confirma que el tejido injertado esta en
proceso de maduracién, ya que esta proteina es sintetizada de forma

exclusiva por los osteoblastos (Zoch, Clemens y Riddle, 2016).

Tanto el defecto congénito como las lesiones palatinas inducidas
durante la cirugia pueden asociarse a alteraciones en el crecimiento del
maxilar (Shi y Losee, 2015; Xu et al.,, 2015). A este respecto, uno de los
hallazgos mas relevantes de esta Tesis Doctoral es la capacidad del
sustituto palatino multicapa para prevenir las alteraciones del
crecimiento inducidas por un defecto osteo-mucoso. En concreto,
encontramos que los controles negativos en los que a los animales se les
cre6 un defecto no reparado a nivel del hemipaladar derecho
presentaban un crecimiento palatino menor en el hemipaladar

intervenido en comparacién con el hemipaladar izquierdo, que se
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mantuvo intacto. Estos resultados confirman trabajos previos que
demostraron que las lesiones osteo-mucosas del paladar se acompafian
de un menor crecimiento y, por tanto, conducen a una hipoplasia maxilar
(Shi y Losee, 2015; Xu et al, 2015). Por el contrario, los animales en los
que se injerto el sustituto palatino multicapa presentaron un crecimiento
similar en ambos hemipaladares, no mostrando diferencias con el animal
control que no fue intervenido. Estos resultados permiten abrir la puerta
al uso de este tipo de sustitutos palatinos para el tratamiento de
pacientes a los que es preciso reparar defectos palatinos osteo-mucosos.
Para ello, sera necesario cumplir los requerimientos de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) referente a
productos de terapias avanzadas, incluyendo la fabricacion en salas GMP

y la evaluacidn terapéutica en ensayos clinicos aleatorizados.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el sustituto
palatino multicapa generado en esta Tesis Doctoral, es capaz de
integrarse en el huésped y de contribuir a un desarrollo palatino normal.
La maduracion y la diferenciacion del tejido implantado son adecuadas,
aunque no se ha alcanzado una diferenciaciéon completa. Esta podria ser
la primera evidencia cientifica de que una estructura compleja
conformada por diferentes capas de tejido (epitelio, estroma y hueso)
puede ser disefiada y fabricada en laboratorio para uso clinico en paladar
humano. El hecho de que el tejido artificial no haya alcanzado una
maduracion y diferenciacion completa una vez implantado in vivo puede
estar relacionado con la presencia de varias capas de tejido en una Unica
estructura, lo que podria dificultar la distribucion de sefiales inductoras

de diferenciacion procedentes de tejidos adyacentes hacia las capas mas
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internas del tejido artificial. Otra hipoétesis podria ser que los tejidos
requieran mas tiempo tras el injerto para su maduracion y diferenciacion
dependientes de los nuevos estimulos in vivo, incluyendo una adecuada
estimulacion biomecanica. Para comprobar estas hipdtesis, seran
necesarios futuros estudios en los que los tejidos injertados sean

analizados tras un seguimiento mas largo.
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CONCLUSIONES

De los resultados de la presente Tesis Doctoral podemos

establecer las siguientes conclusiones:

1. La utilizacion de métodos de ingenieria tisular basados en
biomateriales de fibrina-agarosa y cultivos celulares primarios de células
estromales y epiteliales de la mucosa palatina permitié generar un

modelo de mucosa palatina artificial analogo a la mucosa nativa.

2. La aplicacion de técnicas de transdiferenciacion de células
madre mesenquimales del tejido adiposo inmersas en biomateriales de
fibrina-agarosa posibilité la creacion de un tejido artificial analogo al
hueso con caracteristicas similares a las del hueso nativo, aunque con
menor nivel de mineralizaciéon y maduracion, que podria tener utilidad

clinica en el futuro.

3. Las técnicas de nanoestructuracion basadas en compresion
plastica permitieron fusionar eficientemente distintas estructuras
generadas mediante ingenieria tisular (una mucosa oral con epitelio y
estroma y un sustituto 6seo) para obtener un sustituto multicapa del
paladar duro. Al integrar la mayor parte de los componentes del paladar
duro, este modelo aporta una estructura mas anatémica y funcional y

ofrece una nueva herramienta terapéutica para la reparacion del paladar.
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4. El analisis in vivo del sustituto completo del paladar duro en
animales de experimentacion permitiéo comprobar la posible clinica de
esta estructura para la reparacion de defectos palatinos ya que ésta se
integra correctamente en el animal receptor y no se observaron signos
de rechazo, malignizacidn, infecciébn u otras patologias relevantes.
Ademas, desde un punto de vista morfo-funcional, el uso de los sustitutos
palatinos multicapa favorece el desarrollo y crecimiento normales del
paladar de los animales de experimentacion previniendo las alteraciones

encontradas en animales en los que no se utiliz6 este sustituto.

5. El analisis histolégico, histoquimico e inmunohistoquimico de
los sustitutos palatinos multicapa elaborados en esta Tesis Doctoral
reveld la existencia de un tejido artificial escasamente diferenciado
mientras éste se mantuvo in vitro. Una vez implantado in vivo en
animales de experimentacion, el tejido artificial alcanz6 niveles de
maduracion y diferenciacidon significativamente superiores a los del
tejido mantenido in vitro y a los de los animales control negativo, aunque

no se alcanzaron los niveles del paladar nativo no intervenido.

6. En conjunto, los resultados obtenidos en la presente Tesis
Doctoral sugieren que los sustitutos palatinos multicapa podrian ser
utiles para el tratamiento de pacientes a los que es preciso reparar
defectos palatinos osteo-mucosos, contribuyendo a un mejor desarrollo

morfo-funcional e histologico de los tejidos a reparar.
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