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1 RESUMEN

La ingenieria tisular tiene por objetivo basico la elaboracion de tejidos artificiales,
cada vez mas biomiméticos y biocompatibles con los tejidos corporales. Estos
tejidos artificiales pueden ser utilizados como herramienta terapéutica por si
misma para reparar, restaurar o incluso mejorar las funciones de tejidos y
organos danados. Sin embargo, y ademas de la mencionada aplicacion, los
tejidos desarrollados por ingenieria tisular también pueden constituir una
oportunidad para el estudio de enfermedades ex vivo, bajo condiciones

controladas, gracias a la elaboraciéon de modelos patoldgicos.

En la presente Tesis Doctoral se plantea la generacion de diversos tejidos
artificiales, para, por un lado, recrear en el laboratorio modelos patoldgicos de
cancer de piel no melanoma y, por otro lado, reparar lesiones nerviosas a través
de sustitutos bioartificales, siendo por si mismos, herramientas terapéuticas.
Ambos tejidos artificiales se elaboran gracias al biomaterial de fibrina-agarosa y,
de esta forma, el mismo biomaterial es capaz de satisfacer las dos grandes

aplicaciones que presentan los productos elaborados por ingenieria tisular.

En este sentido, la incidencia del cancer de piel ha aumentado en las ultimas
décadas siendo el cancer de piel no melanoma, producido por la transformacién
de los queratinocitos de la epidermis, su principal representante. Sin embargo,
los mecanismos celulares y moleculares que se asocian a la biologia y la
evolucion del tumor, aun permanecen desconocidos. Es por ello, que en esta
Tesis Doctoral se elaboraron modelos patolégicos de cancer de piel no

melanoma que resultaron ser utiles para el estudio esta patologia.

El analisis histologico demostré6 que es posible recrear satisfactoriamente
caracteristicas propias de la diseminacién tumoral gracias a este modelo. Se
observé una rapida invasion de las células escamosas tumorales en el estroma
acelular, asi como una alta desorganizacion espacial con estructuras tipicas
tumorales en el epitelio del modelo con estroma celular. Estos resultados

demostraron que los modelos generados no solo pueden ser utiles para el
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estudio de la patologia, sino que también se presentan como una alternativa para
la evaluacién de protocolos terapéuticos.

Por otra parte, las lesiones de nervios periféricos provocan alteraciones en la
funcién nerviosa y resultan en problemas fisicos y psicolégicos para los
pacientes afectados. Actualmente, las lesiones nerviosas de gran longitud son
reparadas gracias al uso de autoinjertos, el actual tratamiento de referencia,
cuando éstos estan disponibles. Sin embargo, es necesario encontrar
alternativas eficientes al uso del autoinjerto para el tratamiento de defectos
nerviosos criticos. Para dar respuesta a esta problematica clinica, en el
desarrollo de esta Tesis Doctoral, se elaboraron sustitutos de nervio
bioartificiales basados en hidrogeles de fibrina-agarosa nanoestructurados con
células mesenquimales del tejido adiposo. Estos sustitutos nerviosos se
utilizaron como herramienta terapéutica por si mismos y, ademas, se combinaron
con conductos de colageno para la preparacion de una lesion nerviosa de 10 mm

en ratas.

Los resultados in vivo demostraron que el sustituto de nervio bioartifical genero
un mejor perfil de recuperaciéon funcional que el mismo usado como conducto
intraluminal en conductos de colageno en un modelo de roedores. Dichos
resultados se confirmaron posteriormente con estudios histolégicos donde se
aprecio un activo proceso de regeneracion en todos los grupos experimentales,
mostrando de nuevo que el sustituto de nervio promueve una regeneracion mas
activa y abundante que cuando el biomaterial se utiliza como relleno de un

conducto de colageno.

Finalmente, los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis Doctoral
avalan la utilizacién del hidrogel de fibrina-agarosa para la generacion tanto de
modelos patologicos de enfermedad, como el cancer de piel no melanoma, como
para la generacion de alternativas terapéuticas para la reparacion de lesiones
del nervio periférico, cumpliendo asi las dos aplicaciones fundamentales de los
productos generados por estrategias de ingenieria tisular.
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2 SUMMARY

Tissue engineering aims to develop artificial tissues that are increasingly
biomimetic and biocompatible with body tissues. These artificial tissues can be
used as a therapeutic tool by themselves to repair, restore or even improve the
functions of damaged tissues and organs. However, in addition to the
aforementioned application, tissues developed by tissue engineering can also
constitute an opportunity for the study of diseases ex vivo, under controlled
conditions, by the development of pathological models.

This Doctoral Thesis proposes the generation of various artificial tissues, on the
one hand, to recreate pathological models of non-melanoma skin cancer in the
laboratory and, on the other hand, to repair nerve lesions by means of bioartificial
substitutes that are themselves therapeutic tools. Both artificial tissues are made
using the fibrin-agarose biomaterial and in this way, the same biomaterial is
capable of satisfying the two major applications of tissue-engineered products.

In this sense, the incidence of skin cancer has increased in recent decades, with
non-melanoma skin cancer, produced by the transformation of keratinocytes in
the epidermis, being its main representative. However, the cellular and molecular
mechanisms associated with tumour biology and progression remain unknown.
This is why, in this doctoral thesis, pathological models of non-melanoma skin
cancer have been developed that are found to be useful for the study of the
pathology.

Histological analysis demonstrated that it is possible to successfully recreate
features of tumour dissemination using this model. Rapid invasion of tumour
squamous cells into the acellular stroma as well as high spatial disorganisation
with typical tumour structures in the epithelium of the stromal cell model were
generated. These results demonstrated that the generated models can not only
be useful for the study of pathology, but also present an alternative for the
evaluation of therapeutic protocols.

On the other hand, peripheral nerve injuries cause disorders in nerve function

and result in physical and psychological problems for affected patients. Currently,
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long nerve injuries are repaired using autografts, the current gold standard
treatment, however, it is necessary to find efficient alternatives to the use of
autografts for the treatment of critical nerve defects. In order to respond to this
clinical problem, in the development of this Doctoral Thesis, bioartificial nerve
substitutes based on nanostructured fibrin-agarose hydrogels with adipose-
derived mesenchymal stem cells were elaborated. These nerve substitutes were
used as a therapeutic tool by themselves and were also combined with collagen

conduits for the repair of a 10 mm nerve lesion in rats.

In vivo results demonstrated that the bioartificial nerve substitute obtained a
better functional recovery profile than the same one used as an intraluminal
collagen conduit in rodents. These results are further confirmed by histological
studies where an active regeneration process is confirmed in all experimental
groups showing again that the bioartificial substitute used alone promotes a more
active and abundant regeneration than the same one used as a collagen conduit
filler.

Finally, the experimental results obtained in this Doctoral Thesis support the use
of the fibrin-agarose hydrogel for the generation of both, pathological models of
diseases, such as non-melanoma skin cancer, and for the generation of
therapeutic alternatives for the repair of nerve lesions, thus fulfilling the two
fundamental applications of products generated by tissue engineering strategies.
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El Diccionario de Términos Médicos de la Real Academia Nacional de Medicina
de Espana define la Ingenieria Tisular (IT) como “disciplina cientifica que
sustenta la accion terapéutica de la medicina en el potencial de renovacién y
regeneracion de los tejidos y organos corporales, y en la aplicacion de los
principios de la bioingenieria a la obtencion de sustitutos biolégicos capaces de
mantener, mejorar o restaurar las caracteristicas estructurales y funcionales de
dichos tejidos y organos”. Gracias a la IT, se han generado sustitutos
bioartificiales que han sido transferidos exitosamente a la practica clinica,
demostrando el potencial de esta disciplina. Sin embargo, la IT no es so6lo
importante como herramienta terapéutica en si misma, sino que, ademas,
permite crear en laboratorio modelos de tejidos y 6rganos normales o patoldgicos
potencialmente utiles para estudiar la evolucion de una determinada enfermedad
o evaluar la eficacia de nuevos tratamientos.

La presente Tesis Doctoral se enfoca precisamente en estos dos objetivos que
persigue la IT. Por un lado, se propone la generacion de un modelo patolégico
de cancer de piel no melanoma (CNM) basado en un biomaterial de fibrina-
agarosa previamente desarrollado en el Departamento de Histologia de la
Universidad de Granada. Este modelo formara las bases para la generaciéon de
modelos patologicos en el laboratorio que permitiran el estudio de patologias en
condiciones controladas y de forma reproducible. Por otro lado, el mencionado
biomaterial se utilizara para elaborar alternativas terapéuticas para la reparacion
y regeneracion de defectos nerviosos. De esta forma, el biomaterial de fibrina-
agarosa permite dar respuesta a los dos principales retos a los que se enfrenta
laIT.

En esta memoria se abordara, en primer lugar, el estado del arte, presentandose
una revision de conceptos clave en IT, el CNMy las lesiones del nervio periférico.
Durante esta revision conceptual, se pone de manifiesto la capacidad de la IT
para la generacion de tejidos artificiales utiles tanto para el estudio de patologias
por medio de modelos in vitro, como para la elaboracién de sustitutos artificiales
para su uso terapeéutico, objetivos principales de investigacién de la presente
Tesis Doctoral. Posteriormente, se presenta el problema de investigacion, la
hipdtesis y los objetivos, asi como la metodologia empleada para dar respuesta

a los mismos que describe la generacion y la evaluacion de los modelos

16



biomiméticos de CNM y de los sustitutos de nervio periférico. Una vez
generados, los tejidos artificiales fueron sometidos a una completa
caracterizacion estructural y funcional a distintos niveles. Finalmente, se
presentan los resultados obtenidos, la discusion y las conclusiones elaboradas

a partir de dichos resultados.
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1 INGENIERIA TISULAR

1.1 Conceptos, definiciones y elementos basicos

Desde la publicacion en 1993 del trabajo pionero de Robert Langer y Joseph
Vacanti en la revista Science titulado “Tissue engineering” la expansion de la IT
ha sido extraordinaria y su aplicacion clinica creciente (1, 2). Fue en 2004,
cuando el profesor Campos introdujo el término IT en la Real Academia Nacional
de Medicina de Espafia definiéndolo como “la construccion de tejidos artificiales
y su utilizacion para restaurar, sustituir o incrementar las actividades funcionales
de los tejidos organicos” (3). Desde entonces, numerosos trabajos se han
sucedido con el objetivo de construir tejidos artificiales viables de naturaleza
biolégica equivalentes a los tejidos y 6rganos corporales nativos. Tanto es asi
que la IT se consolida actualmente como una de las areas mas relevantes en la
investigacion de terapias avanzadas, con una trayectoria de mas de 30 afos (4,
5).

Hoy en dia, este objetivo original se ha convertido en una revolucién en la
practica clinica y, por primera vez, el tratamiento de algunas enfermedades y
lesiones se basa en aplicaciones de IT incluidas en lo que se conocen como
terapias avanzadas. En este sentido, la mucosa oral (6), piel (7), cornea (8),
cartilago (9), paladar (10) o nervios periféricos (11) son ejemplos de tejidos
artificiales generados por IT. Sin embargo, la IT no es s6lo importante como acto
terapéutico en si mismo, sino que, ademas, permite crear en laboratorio modelos
de tejidos y 6rganos normales o patolégicos para conocer la evolucion de una
determinada enfermedad o evaluar la eficacia de nuevos tratamientos (3).

Para elaborar tejidos bio-artificiales o sustitutos por IT, es necesario combinar
los métodos y principios de la medicina, la biologia, la quimica y la ingenieria
acompafados de adecuados controles de calidad (12, 13). En este sentido, para
el desarrollo de tejidos artificiales es necesaria la presencia e interrelacion
estrecha de tres elementos fundamentales: células, biomateriales y factores de

crecimiento (Figura1). Todos estos elementos, a su vez, representan un abanico
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de posibilidades de acuerdo con las distintas caracteristicas que éstos pueden

ofrecer.

Figura 1. Elementos fundamentales de la Ingenieria Tisular. Células, biomateriales y

factores de crecimiento combinados para generar un tejido artificial.

1.1.1. Células

Para construir un tejido artificial, es imprescindible conocer los principios
fundamentales sobre los que se crean los sistemas vivos, cuyo componente
basico funcional y estructural son las células (13). Es por ello necesario conocer
primero las estrategias que utilizan las células para regenerar y construir un
nuevo tejido en condiciones normales. En este complejo proceso acontecen
distintos comportamientos biolégicos donde podemos reconocer dos
circunstancias en las que desarrollan muchas de las potencialidades celulares,
concretamente el desarrollo morfogenético normal y la cicatrizacion de las
heridas (3). Por un lado, las células mas proximas a una lesion pueden restaurar
el dafio por el denominado mecanismo de transdiferenciacion. Este es un

proceso que consiste en la diferenciacion de una célula diferenciada en otra
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distinta sin pasar por un proceso intermedio de desdiferenciacion (14, 15). Por
otro lado, las células implicadas en el proceso de reparacion celular han de ser
capaces de dividirse y dar origen a células hijas diferenciadas (16). Deben ser
células madre, y aunque no existe acuerdo universal sobre lo que es
exactamente una célula madre, suele aceptarse que son aquellas células que
poseen amplia capacidad de proliferacion, caracter indiferenciado y capacidad
para originar células hijas destinadas a la diferenciacién terminal (3). Con
independencia de lo que ocurre con las células totipotentes o pluripotentes del
embrion, se ha aceptado clasicamente que las células madre se diferencian
hacia los elementos maduros del tejido en el que residen y, aunque los
mecanismos bioldgicos de dicha diferenciacion aun no son del todo conocidos,
la extensa gama de posibilidades de diferenciacion celular genera grandes
posibilidades para la IT (3).

En consecuencia, existen dos opciones para la generacion de tejidos artificiales:
utilizar células madre especificas del tejido que deseamos construir, o utilizar
fuentes celulares alternativas con capacidad para desarrollar el proceso de
transdiferenciacion en la fase del proceso de IT en que sea necesario (3, 17).
Una vez seleccionados los tipos celulares necesarios, se debe realizar la
expansién celular acompafada de una modulacién del comportamiento celular
hacia el fin deseado, bien sea mediante modificaciones en el microambiente

celular (18) o mediante reprogramaciones genéticas (19).

Las células adultas diferenciadas suelen ser dificiles de cultivar y, por lo general,
presentan capacidad de proliferacion muy limitada, lo cual dificulta la obtencion
de un numero adecuado de las mismas en un periodo razonable. No obstante,
estas células presentan las caracteristicas fenotipicas y funcionales de un
determinado tejido, y por tanto, son las células mas eficientes para promover la
generacion de tejido bioartificial altamente biomimético y funcional. Sin embargo,
es importante sefalar que la gran mayoria de las células adultas diferenciadas,
cuando se aislan y expanden ex vivo disminuyen su funcion, expresion génica,
viabilidad y diferenciacion (20, 21). Por ello, en muchos casos se prefiere la
utilizaciéon de células madre para la generacion de tejidos artificiales pues,
ademas de presentar una gran capacidad proliferativa y de autorrenovacion,
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pueden modular el comportamiento celular gracias a su capacidad de
diferenciacion y plasticidad celular (22-24).

Las células difieren en cuanto a su funcién, morfologia, fenotipo, actividad
metabdlica, origen embrionario y capacidad de regeneracion. Ademas, son la
base de muchos de los procesos fisiopatologicos (25-27). Esta gran variedad
celular permite la eleccion de determinados tipos celulares acordes con los
objetivos y necesidades particulares del tejido que se desea generar.

Finalmente, y en relacion con su origen, se distinguen tres tipos de células para
su uso en IT: a) autdlogas (del mismo individuo), que ofrecen la ventaja de
manipulacion con minimos riesgos de reacciones inmunoldgicas
postimplantacion b) alogénicas (de otro individuo de la misma especie), que
ofrecen la ventaja de su conservacion en bancos biologicos con caracter previo
a su utilizaciéon y c) xenogénicas (procedentes de otras especies), que ofrecen,
junto con las alogénicas, un riesgo importante de respuesta de rechazo
inmunolégico (3, 25, 28, 29).

1.1.2. Factores de crecimiento

Una amplia gama de factores, denominados generalmente factores de
crecimiento, tanto fisicos como quimicos, participan en la constitucion de nuevos
tejidos, pues contribuyen fundamentalmente al crecimiento y desarrollo del tejido
igual al que ocurre en condiciones ortotipicas (3, 27).

Las células responden al medio ambiente extracelular detectando sefales
quimicas o estimulos fisicos que desencadenan una respuesta mediante la
activacién de los distintos mecanismos moleculares y biolégicos que conducen
a la divisién, migracion, diferenciacion, el mantenimiento del fenotipo o la
apoptosis. La actividad coordinada de estos procesos por parte de las células
que forman un tejido conduce a la definicién estructural y funcional del tejido en

un momento temporal determinado (3, 27, 30).

En general, los factores de crecimiento suelen incorporarse directamente a los

cultivos celulares a través del medio de cultivo. No obstante, estos factores
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también suelen ser utilizados en combinacién con biomateriales y/o diversos
tipos de nanoparticulas. Este modelo puede tener dos objetivos: por un lado, la
funcionalizacién de los mismos y, por otro lado, la liberacion controlada de los
factores en el microambiente en el cual crecen las células o para liberar dichos

factores a los tejidos del organismo huésped (31-35).

1.1.3. Biomateriales

Durante la construccion de tejidos artificiales es necesario considerar, ademas
de su composicion celular, la composicidn histolégica y las propiedades fisicas y
quimicas del tejido a reparar. La mayoria de los tejidos corporales estan
compuestos por una combinacion armoniosa de poblaciones celulares inmersas
en una matriz extracelular (MEC) especializada (29, 36). En este sentido, los
biomateriales juegan un papel muy importante en IT, ya que imitan a la MEC
aportando la estructura, tridimensionalidad y propiedades biomecanicas
necesarias para la generacion de tejidos bioartificiales funcionales (37).

El término “biomateriales” se define, en el ambito de la IT, como el componente
del tejido artificial que actua como soporte estructural tridimensional y funcional
de las células y como agente facilitador para la accion sobre ellas de los factores
de crecimiento y sefiales moleculares, es decir, como la MEC nativa (38, 39). En
un microambiente regenerativo, los biomateriales proporcionan un soporte fisico
tridimensional a las células para impulsar la regeneracion de los tejidos. Ademas,
los biomateriales también actuan como vehiculo para las células, los factores de
crecimiento y otras sefales fisicas que ayudan a aumentar la regeneracion de
los tejidos (1, 25, 40).

En esta Tesis Doctoral, s6lo se dara una breve resefia de los biomateriales
relacionados con las aplicaciones en IT. En las siguientes secciones, se
describiran con mas detalle los hidrogeles de fibrina-agarosa (HFA) utilizados
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

Las propiedades fundamentales que debe presentar un biomaterial varian de
acuerdo a su aplicacion, pero, en general, éstos deben poseer adecuadas
propiedades fisicas y morfologicas, deben ser biocompatibles, no toxicos,
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quimica y estructuralmente estables, inertes y, en algunos casos, estar sujetos
a un proceso de degradacion controlada (11, 41-43). Los biomateriales, ademas,
deben favorecer la funcion celular, como es la adhesion, migracion, proliferacion
y diferenciacion y deben poseer un disefio que imite al tejido nativo
(biomimetismo respecto al tejido nativo). Desde el punto de vista biomecanico,
los biomateriales deben tener un comportamiento similar al tejido a reparar y
favorecer su manipulacién e implantacion in vivo (39, 41, 43-45). Por ultimo, su
organizacion tridimensional debe ir orientada a imitar la estructura del tejido
nativo o, en su defecto, promover un proceso de regeneracion tisular mas rapido

y eficiente, como es el caso del tejido nervioso (11, 25, 28, 39, 46).

El impacto biolégico de un biomaterial en la funcion celular o respuesta del
huésped dependera de su naturaleza quimica. Aunque no existe una
clasificacion universal para los biomateriales utilizados en IT, existen diversos
criterios, siendo el mas utilizado aquél que permite conocer su impacto en los
sistemas bioldgicos obedeciendo a la naturaleza de los mismos. En este sentido,
los biomateriales pueden ser clasificados en naturales y sintéticos (3, 39, 47).

Los biomateriales naturales son compuestos que proceden fundamentalmente
de matrices extracelulares o productos naturales. Estos se caracterizan por su
alto grado de biocompatibilidad y biodegradabilidad, razén por la cual suelen ser
los biomateriales mas utilizados en IT. Sin embargo, suelen tener una estabilidad
mecanica muy variable y el control de la densidad, porosidad, anisotropia y
propiedades biomecanicas sigue siendo un desafio (11, 40, 41, 48).

Estos biomateriales contienen motivos moleculares que los hacen altamente
bioactivos y, por lo tanto, apoyan las interacciones adecuadas de los
biomateriales celulares (28). Ademas, los biomateriales como el colageno o la
fibrina son hidrogeles poliméricos que tienen la ventaja de reproducir los niveles
de hidratacion de los tejidos y, por lo tanto, proporcionan un microambiente
apropiado para el intercambio de nutrientes y gases.

En los ultimos afos, las técnicas de descelularizacion han surgido como una
alternativa prometedora para la generacion de andamiajes biolégicos y naturales

a partir de tejidos nativos para una amplia gama de aplicaciones de la IT (49-51).
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Este método fue disefiado para eliminar el contenido celular del tejido,
eliminando asi los componentes inmunogénicos de los tejidos, manteniendo la
arquitectura tridimensional del tejido. Los tejidos descelularizados proveen un
biomaterial consistente en MEC que se adecua al microambiente regenerativo
que promueve la buena regeneracion de los tejidos. Ademas, poseen estructuras
nativas, alta bioactividad, baja inmunogenicidad y una buena biodegradabilidad,
propiedades que son dificiles de imitar por los materiales sintéticos (25, 50, 52,
53). Sin embargo, presentan baja estabilidad quimica y mecanica.

Los biomateriales sintéticos son generalmente polimeros de naturaleza quimica
conocida y permiten regular los parametros estructurales (densidad, porosidad y
biomecanica) y estabilidad quimica y mecanica (40, 47, 54). No obstante,
muchos de estos biomateriales, aunque catalogados como biocompatibles,
suelen ser hidrofobos y pueden liberar sustancias toxicas durante el proceso de
biodegradacién por lo cual requieren ciertos procesos de funcionalizacién con

componentes naturales (8, 11, 43, 46).

1.2 Hidrogeles de Fibrina-Agarosa

En general, no existe un biomaterial ideal, y la combinacion de algunos
elementos suele ser una de las estrategias que arroja mejores resultados. Un
ejemplo de biomaterial combinado que mostro excelentes resultados in vitro e in
vivo es la fibrina-agarosa (Figura 2), material desarrollado hace 15 afios en el
Departamento de Histologia de la Universidad de Granada (55). Este biomaterial
permitio el desarrollo de diversos tipos de tejidos artificiales mediante IT,
incluyendo cornea (55), piel (7), mucosa oral (56), nervio (46), pared abdominal
(57), vejiga urinaria (58), paladar (59), entre otros.

En esta Tesis Doctoral, se evaluo la fibrina-agarosa, en primer lugar, como un
biomaterial para generar modelos patoldégicos de cancer de piel v,
posteriormente, como alternativa para generar sustitutos bio-artificiales del
nervio y mejorar la regeneracion del NP in vivo. La aplicacion de ambos

conceptos se desarrollara en profundidad en capitulos posteriores.
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La fibrina, que constituye el componente principal del coagulo sanguineo,
representa el 70% del volumen de un HFA. La fibrina es un biopolimero de
monomeros de fibrindgeno, que a su vez esta compuesto por dos conjuntos de
tres cadenas polipeptidicas (Aa, BB y y) que se encuentran unidas por seis
puentes disulfuro (60). Los mondmeros resultantes tienen una gran tendencia a
la autoasociacion y forman una matriz de fibrina insoluble, entrecruzandose por
efecto del factor VIII durante la coagulacion (60-62). Este proceso de
polimerizacién puede inducirse con éxito in vitro con la formacion de un hidrogel
de fibrina. Estos hidrogeles de fibrina estan compuestos por cadenas flexibles
de proteinas fibrilares que forman una red organizada al azar de porosidad
variable y altas tasas de hidratacion (60, 61). Estos hidrogeles tienen la principal
ventaja de que proporcionan un andamiaje natural y biodegradable que favorece
la adhesion, la migracion y la proliferacion de las células y la sintesis de MEC (9,
11, 42, 44, 46, 55). Sin embargo, los hidrogeles de fibrina por si solos tienen tres
desventajas principales: la contraccion del hidrogel durante la formacién de
laminas planas, la baja rigidez mecanica y su rapida degradacion (60). A este
respecto, la adicion de agentes antifibrinoliticos ayuda, pero la combinacion de
la fibrina con otros biomateriales como la agarosa mejora considerablemente sus
propiedades biomecanicas, manteniendo las propiedades bioldgicas (7, 44, 46,
55, 61).

Por otro lado, la agarosa es un polisacarido natural extraido de la pared celular
de diversas familias de algas rojas (Rhodophyceae). La agarosa es un
polisacarido altamente biocompatible que puede prepararse como un gel
termorreversible gracias a la presencia de oxigeno e hidrégeno en los grupos
laterales que permiten su autogelificacion (63). La temperatura de gelificacion
depende de la concentracién de la solucién, del peso molecular medio del
polimero y de su estructura. Por este motivo, existe una amplia gama de
agarosas comercialmente disponibles, caracterizadas por diferentes fuerzas de
gelificacion y temperatura de transicion sélido-gel (63). La agarosa por si misma
no presenta motivos de unién suficientes para la adhesién celular, por lo que
puede ser una herramienta util para fabricar superficies de cultivo no adherentes
como los chips de micropocillos para IT (64). Sin embargo, se ha demostrado

que la combinacion de agarosa con otros polimeros y proteinas contribuye
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significativamente a mejorar las propiedades fisicas de estos materiales,
obteniendo resultados comparables a los de la MEC de muchos tejidos humanos
normales (7, 9, 63).

Agarosa

Plasma
humano

HFA

Figura 2: Generacion del hidrogel de fibrina-agarosa gracias al plasma humano y la

agarosa.

En 2006, los profesores Alaminos y Campos del Grupo de Ingenieria Tisular de
la Universidad de Granada combinaron la fibrina humana (procedente del
plasma) con una baja concentracion de agarosa tipo VIl (0,1%), obteniendo un
nuevo biomaterial natural biocompatible para aplicaciones de IT (55). Al tratarse
de hidrogeles altamente hidratados compuestos por fibras orientadas al azar, la
utilidad de estos hidrogeles combinados quedo limitada a aplicaciones que no
requiriesen elevadas exigencias biomecanicas. Posteriormente, y con el fin de
aumentar las propiedades biomecanicas del hidrogel, se utilizaron diferentes
técnicas de biofabricacién avanzada como la técnica de compresion plastica o
nanoestructuracion (41), el uso de agentes entrecruzantes quimicos (43) o la
incorporacion de nanoparticulas magnéticas (31), obteniendo mejoras
significativas respecto a la primera generacion de HFA. Desde entonces, los HFA

27



se han utilizado en diferentes aplicaciones de IT como los nuevos sustitutos bio-
artificiales de la cérnea (65), la mucosa oral (56), paladar (59), piel (7), vejiga
(58) y cartilago(9). En todos estos estudios se demostré que la HFA presenta
excelentes niveles de biocompatibilidad, adecuada biodegradabilidad in vivo,
aceptables propiedades biomecanicas y, sobre todo, capacidad para reproducir
distintos tipos de tejidos artificiales que mostraron utilidad in vivo en animales de
laboratorio, incrementando la regeneracion de tejidos dafiados del huésped.

En los ultimos anos, y en base a la demostrada eficacia de este biomaterial en
IT, el HFA obtuvo la aprobacion por la Agencia Espafola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) para su uso clinico en determinadas patologias
humanas. Como consecuencia, se esta llevando a cabo un ensayo clinico de un
sustituto corneal nanoestructurado basado en el HFA para el tratamiento de
defectos corneales lamelares anteriores, y se ha autorizado el uso compasivo de
un sustituto dérmico nanoestructuturado basado en HFA para el tratamiento de
pacientes grandes quemados. Esto implica que el HFA se fabrica como producto
farmacéutico bajo condiciones GMP (Good Manufacturing Practice) segun la
normativa europea y espafola relativa a la fabricacidén y uso clinico de productos
de terapias avanzadas o ATMP (advanced therapy medicinal products).
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2 CANCER DE PIEL NO MELANOMA

2.1 Conceptos basicos de la piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano y constituye la principal
barrera protectora entre un individuo y el medio ambiente. Ademas de actuar
como primera linea defensiva del cuerpo contra los agentes fisicos, quimicos y
biolégicos, también contribuye a regular la temperatura del organismo, a
mantener la homeostasis y a participar en los mecanismos de percepcion

sensorial, asi como en los procesos regenerativos (7, 66).
2.1.1. Estructura histolégica de la piel humana

Este drgano esta constituido por tres capas de tejido estructural y

embriologicamente distintas: la epidermis, la dermis y la hipodermis.
La epidermis

La epidermis es la capa mas superficial de la piel, y esta compuesta por un tejido
epitelial pavimentoso estratificado queratinizado donde la poblacidn
predominante esta formada fundamentalmente por queratinocitos. Los
queratinocitos se organizan en cinco zonas morfolégicamente diferentes en la
epidermis que se denominan, desde la capa mas interna a la mas externa: 1)
estrato basal (anteriormente conocido como estrato germinativo); 2) estrato
espinoso; 3) estrato granuloso; y 4) estrato corneo. Ademas, encontramos otros
tres tipos de células que se intercalan entre los queratinocitos en localizaciones
especificas, denominadas melanocitos, células de Langerhans y células de
Merkel. Dado que los queratinocitos se renuevan continuamente mediante
descamacion en la superficie de la epidermis y renovacién por células de estratos
inferiores, esta poblacién se encuentra en continua proliferacion. La renovacion
se lleva a cabo mediante la actividad mitética de los queratinocitos de las capas
basales de la epidermis. De esta forma, pueden identificarse las células madre
de la epidermis (26, 67).
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La capa mas profunda de la epidermis, el estrato basal, se apoya en una
membrana basal que asienta sobre la dermis formando una interfase irregular
con numerosas crestas y papilas. El estrato basal consta de una unica capa de
células cubicas o cilindricas bajas, mitéticamente activas, que presentan el
citoplasma baséfilo y un gran ndcleo. En la membrana plasmatica lateral, se
localizan abundantes desmosomas y otros tipos de uniones que fijan las células
del estrato basal entre si y con las células del estrato espinoso. Los
hemidesmosomas localizados en la membrana plasmatica basal fijan las células

a la membrana basal (26, 68).

La capa mas gruesa de la epidermis, el estrato espinoso, esta formada por
células de planas o poliédricas. Los queratinocitos localizados en la capa mas
basal del estrato espinoso son parcialmente activos mitéticamente; esta capa y
el estrato basal frecuentemente se denominan en conjunto capa de Malpighi, y
son responsables del recambio de los queratinocitos epidérmicos. En este
estrato celular, los haces de tonofilamentos surgen radialmente desde la region
perinuclear hacia prolongaciones celulares muy interdigitadas que se fijan a las
células adyacentes mediante desmosomas, lo que les hace adoptar una
morfologia en forma de espinas. También encontramos en su citoplasma
granulos que contienen principalmente sustancias lipidicas que seran liberados
al espacio extracelular para comenzar la formacién de una barrera epitelial
impermeable para sustancias acuosas (68). Esta barrera impermeable se
formara también gracias a la liberacién de granulos por parte del estrato

granuloso.

El estrato granuloso, que consta de tres a cinco capas de queratinocitos planos,
es la capa mas superficial de la epidermis con células que aun mantienen el
nucleo. Estas células, ademas de presentar granulos membranosos de
naturaleza lipidica, se caracterizan por presentar en su citoplasma granulos de
queratohialina grandes e irregulares. Ademas, las células del estrato granuloso
establecen entre si numerosas uniones estrechas enriquecidas en claudina, una

proteina estrechamente relacionada con la adhesion intercelular (26, 69).
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La capa mas superficial de la piel, el estrato cérneo, esta compuesta por
numerosas capas de células muertas queratinizadas planas con el plasmalema
engrosado. Estas células carecen de nucleo y organulos y su contenido es un
complejo de tonofibrillas de queratina y queratohialina (68).

Una de las proteinas mas importantes sintetizadas por los queratinocitos son las
citoqueratinas (CK), que son proteinas estructurales pertenecientes a la familia
de los filamentos intermedios. Debido a las caracteristicas propias de cada
estrato, la expresion de CK varia a lo largo de la epidermis, encontrando algunas
CK que son especificas de ciertos estratos de la epidermis. En general, la
maquinaria que sintetiza queratina, asi como el resto de componentes del
queratinocito, deja de funcionar después de la entrada de las células en el estrato
granuloso. Asimismo, las células de esta capa producen filagrina, una proteina
que ayuda a ensamblar los filamentos de queratina en haces aun mas gruesos
y concede estabilidad y estanqueidad a la epidermis. Paralelamente, las células
del estrato espinoso también producen y depositan la proteina involucrina en la
cara citoplasmica de su plasmalema. Ambas, la filagrina y la involucrina, juegan
un papel importante en la maduracion y diferenciacién terminal del estrato corneo

de la piel y en el control de los niveles de hidratacion de la epidermis (70).

Aunque el componente principal de la epidermis sean los queratinocitos, la
epidermis esta formado por tres poblaciones de célulares no queratinociticas: los

melanocitos, las células de Langerhans y las células de Merkel.

Los melanocitos son los encargados de la sintesis del pigmento de la melanina,
un componente fundamental para la proteccion de queratinocitos a los rayos
ultravioleta (UV). Los melanocitos producen tirosinasa que se empaqueta en
granulos conocidos como melanosomas. Aqui, la tirosinasa, sensible a la luz UV,
es convertida en melanina y posteriormente fagocitada por los queratinocitos del
estrato espinoso. Una vez incorporados a los queratinocitos, los melanosomas
se transportan a la region nuclear, donde se acumulan entre el nucleo y la
radiacion UV que incide sobre la piel, y de esa manera protegen a los
cromosomas del queratinocito de la lesion inducida por radiacion (68).
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Las células de Langerhans son células presentadoras de antigenos que se
encuentran dispersas entre las células del estrato espinoso, mientras que las
células de Merkel, que se encuentran diseminadas entre las células del estrato

basal, pueden funcionar como mecanorreceptores.
La dermis

La dermis es la capa de la piel inmediatamente subyacente a la epidermis. En
ella distinguimos dos zonas: una capa papilar laxa y una capa reticular mas
densay profunda. La dermis esta compuesta por tejido conjuntivo denso irregular
que contiene principalmente fibras de colageno de tipo |, algunas fibras de
colageno de tipo Il y fibras elasticas, asi como componentes no fibrilares como
proteoglicanos y glicosaminoglicanos, todos las cuales sostienen la epidermis y
unen la piel a la hipodermis.

La capa mas superficial de la dermis, la capa papilar, forma interdigitaciones
denominadas papilas con las crestas de la epidermis. Esta compuesta por un
tejido conjuntivo relativamente laxo rico en fibroblastos y vasos sanguineos que
forman redes vasculares dérmicas (68, 69). A su vez, la capa reticular de la
dermis esta compuesta por tejido conjuntivo denso irregular y presenta fibras de
colageno de tipo | agrupadas en grandes haces situados en su mayor parte
paralelos a la superficie de la piel. Entremezcladas con las fibras de colageno,
se encuentran redes de gruesas fibras elasticas. Ademas, en las porciones mas
profundas de la dermis encontramos como es propio del tejido conjuntivo una
alta vascularizacion e inervacion donde se localizan algunos tipos de

mecanorreceptores (68).

2.2 Neoplasias, diseminacion y metastasis

Como ya hemos visto en secciones anteriores, la capa mas externa de la
epidermis, el estrato corneo, forma una barrera que nos protege de agentes
infecciosos y absorbe la radiacion UV. Las capas subyacentes, los estratos
granuloso y espinoso, pueden verse afectadas por la radiacion y sufrir algun tipo
de mutacion por accién de la luz UV, pues estan conformadas por células
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metabdlicamente activas. Sin embargo, las células de estos estratos estan
irreversiblemente comprometidas con la diferenciacién terminal y pierden su
capacidad de proliferacion, por lo que los cambios genéticos que se producen
en estas células rara vez son causa de patologia. De este modo, las células
mutadas, al ser incapaces de proliferar, perderan sus nucleos y se descamaran
en las capas mas superficiales de la piel en la gran mayoria de los casos.
Paralelamente, estas células son ricas en melanosomas, por lo que estan

parcialmente protegidas frente a la luz UV.

Sin embargo, y pese a todo ello, la piel es el sustrato mas frecuente de
neoplasias malignas en los seres humanos. Se estima que el riesgo combinado
de todos los canceres de piel durante la vida es del 30-40% para los europeos
ligeramente pigmentados (del noroeste), aunque este valor depende de la
pigmentacion de la piel de cada individuo (71).

Desde un punto de vista histoldgico, existen tres tipos fundamentales de cancer
de piel: el melanoma, el carcinoma escamocelular (CEC) y el carcinoma
basocelular (CBC). El primer tipo de cancer se genera a partir de melanocitos de
la piel, mientras que los otros dos, que en su conjunto constituyen los
denominados CNM, se originan por transformacion de los queratinocitos
epidérmicos. De éstos, el CEC genera metastasis en raras ocasiones, y el CBC,
casi nunca (71, 72).

La incidencia de los tres tipos de cancer ha aumentado en las ultimas décadas,
a menudo de manera pronunciada. Se cree que la alta incidencia del CEC y el
CBC se podrian explicar principalmente por la exposicion al sol, por los efectos
mutagénicos de la luz UV. Los CBC y CEC son mucho mas comunes en
pacientes en piel clara y se localizan tipicamente en areas anatomicas expuestas
al sol, como la cabeza, el cuello o las extremidades. Si bien el riesgo de cancer
de piel esta modulado por diversos factores genéticos, la luz de longitud de onda
corta es el carcindégeno exdégeno mas importante para la piel (71, 72).

La luz UV se clasifica por su longitud de onda en UVC (200-280 nm), UVB (280-
320 nm) y UVA (320-400 nm) siendo la mas mutagénica la luz UVC, seguida de

la UVB vy, finalmente, de la UVA. La gran mayoria de la UVC es incapaz de
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absorber la atmosfera y dificilmente podria penetrar la capa superior de la piel.
Sin embargo, el 0,4% de los rayos UVB y algunos rayos UVA llegan a la capa
basal de la epidermis, y algunos rayos UVA son incluso capaces de penetrar en
la dermis. En dosis moderadas, la exposicion solar es beneficiosa, mientras que
dosis muy altas de luz rica en UV pueden ser perjudiciales y producir dafios en
el ADN (71).

El extensivo dafo del ADN generado por la radiacién UV provoca la activacion
de los puntos de control del ciclo celular, con activacion de la proteina p53, que
puede inducir la apoptosis. Esto ocurre a gran escala durante las "quemaduras
de sol". En muchos canceres de piel, la inactivaciéon de p53 parece ser un paso
inicial necesario que debe tener lugar antes de que se puedan adquirir mas

mutaciones.

Los rayos UVA inducen reacciones celulares en diferentes tipos de células de la
piel, como la modulacién de las respuestas inmunitarias, la alteracion de la
produccion de citoquinas y la activacién de las respuestas al estrés y las vias de
sefalizacion proliferativa. Esta disminucion de la vigilancia inmunolégica puede
ser particularmente importante para la generacion de neoplasias en la piel. La
carcinogénesis, sin embargo, es un proceso muy complejo que requiere algo
mas que mutaciones en el ADN. Tipicamente, involucra un ambiente de tejido
alterado, en el cual las células tumorales pueden proliferar mas facilmente,
escapar de las interacciones con las células vecinas normales y evadir las
respuestas inmunolédgicas (71), asi como una compleja combinacién de

modificaciones epigenéticas y factores neoangiogénicos periféricos al tumor.

Aunque la gran mayoria de los tumores de CNM se detectan en estadios
tempranos y bien localizados (grados | y 1), el CEC es responsable de la mayoria
de las muertes de los CNM y representa aproximadamente el 20% de todas las

muertes relacionadas con el cancer de piel (73).

Los CNM no agresivos, como el CBC, suelen crecer unicamente por extension
local, tanto horizontal como verticalmente. La extensién local continua puede dar
lugar a un crecimiento en estructuras profundas, incluyendo tejido adiposo,

cartilago, musculo y hueso. La extensién perineural es una forma
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particularmente insidiosa de extensién local, ya que a menudo es clinicamente
oculta. Si se descuida durante un periodo prolongado, puede producirse una

metastasis ganglionar con un CNM no agresivo (72).

El CNM agresivo crece en primer lugar por extension local, lateral y vertical. Una
vez que se produce una extension mas profunda, el crecimiento puede ser
discontinuo, lo que da lugar a una extension local mas profunda. A diferencia de
los queratinocitos normales, las células del CEC no dejan de proliferar ni sufren
muerte celular, y el tejido se desorganiza gravemente y ocasionalmente progresa

hasta convertirse en tumor invasivo e incluso metastasico (72).

Dependiendo de la profundidad a la que se extienda el tumor primario, se pueden
distinguir cuatro niveles de Clark en cancer de piel (72-74). En el nivel |, el tumor
se encuentra localizado en la epidermis. En el nivel Il, las células tumorales
invaden la capa mas superficial de la dermis papilar. En el nivel lll, ya existe
diseminacion hacia la unién entre dermis papilar y dermis reticular. En el nivel
IV, ya existe diseminacion en dermis reticular. Finalmente, el nivel V corresponde
a tumores con diseminacion al tejido celular subcutaneo. Los niveles IV y V
presentan mayor riesgo y peor pronostico que los niveles [, Il y IlI.

De la misma forma, desde un punto de vista histologico, los CNM pueden
clasificarse como carcinoma in situ (las células malignas se encuentran
unicamente en la epidermis) o carcinoma invasivo (superan la epidermis y
aparecen también en la dermis (Figura 3). A su vez, los carcinomas in situ
(equivalentes al nivel | de Clark) pueden ser clasificados como carcinoma in situ
temprano (Unicamente un grupo de células confinado en algunas capas del
epitelio) o avanzado (en todo el espesor del epitelio), mientras que el carcinoma
infiltrante (niveles Il, lll y IV de Clark) presenta células fuera de la epidermis.
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Figura 3. Profundidad de la extension del CEC en el epitelio. Un queratinocito
epidérmico sufre dafos en su material genético que eventualmente provoca una
desregulacion del ciclo celular y neoplasia. Esta neoplasia se extiende en primer lugar
avanzando entre el epitelio hasta que es capaz de diseminarse a través de la barrera dermo-

epidérmica y generar un carcinoma invasivo.

En lo que se refiere al crecimiento y la extension de las células malignas, uno de
los principales factores que determinan estos parametros es la estructura y la
composicion del estroma tumoral, el cual esta constituido tanto por células como
por la MEC que rodea a las células del parénquima tumoral (75). A este respecto,
en la evolucion de distintos tumores malignos se ha comprobado que participan
no solo las células neoplasicas propiamente dichas, sino también fibroblastos y
células inflamatorias que rodean a las células cancerosas y que forman el
estroma tumoral. De hecho, en algunos casos, estas células estromales
representan el 50 por ciento de la masa tumoral. Asi, las células estromales
suelen incluir células inflamatorias que producen abundantes metaloproteasas y
otros componentes de la MEC que podrian favorecer la diseminacion y

metastasis de las células malignas. Todo ello sugiere que el estroma que forma
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parte de la masa tumoral podria jugar un papel mas relevante en la progresion
del cancer del que tradicionalmente se le habia asignado (76), aunque aun es
necesario profundizar en el estudio de este componente y en su posible utilidad
diagndstica y prondstica.

En el caso especifico de los tumores de piel se ha demostrado que las células
indiferenciadas de tipo mesenquimal que rodean a las células malignas
contribuyen decisivamente a la formacion del nicho tumoral que mantiene la
viabilidad de las células neoplasicas (77). De hecho, se ha demostrado el papel
relevante de los fibroblastos del estroma en el cancer de piel, los cuales
interaccionan con los queratinocitos neoplasicos y forman parte del nicho que
mantiene a las células madre epiteliales (77). Asimismo, estudios recientes
sugieren un importante papel de ciertos componentes de la MEC como la
decorina. La decorina es un proteoglicano que actua como ligando de numerosas
citoquinas y factores de crecimiento e interactua con las células a nivel de
proliferacion, diferenciacion, adhesion y metastasis. La decorina evita los
procesos de formacion de componentes fibrilares como el colageno y fomenta,
procesos proinflamatorios y de proliferacion celular en cancer (75). Otros
componentes de la MEC, asi como los vasos sanguineos o nervios existentes

en el seno del estroma, podrian participar igualmente en la progresion tumoral.

A pesar de los hallazgos descritos que claramente apuntan hacia un papel
fundamental del estroma tumoral en la biologia del cancer de piel, aun es
necesario determinar la funcién de la mayor parte de los componentes del
estroma. De este modo, se estara en disposicion de desarrollar nuevas
herramientas terapéuticas en cancer de piel basadas en la modificacién del
estroma utilizando terapias inmunorreguladoras y antiinflamatorias (tales como
farmacos tipo imiquimod, esteroides e inmunoterapia basada en anticuerpos
monoclonales) y drogas capaces de modificar la composicidén de dicho estroma,
como ya se ha sugerido de forma preliminar (78). Asimismo, numerosos trabajos
demostraron el papel de los vasos sanguineos del estroma en el mantenimiento

tumoral, sugiriendo la utilidad de la terapia anti-angiogénica en cancer.
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2.3 Tratamiento quirurgico de las lesiones

neoplasicas

Desde un punto de vista clinico, la mayoria de los CNM se presentan de forma
localizada y tienden a crecer y extenderse localmente sin afectar a estructuras
vecinas. Sin embargo, existe un subgrupo de CNM que puede tener un
comportamiento mas agresivo con invasion local extensa, multiples recurrencias
y, en ocasiones, diseminacion linfatica y e invasion metastasica de organos

distales.

El tratamiento del CNM consiste, fundamentalmente, en la extirpacion quirurgica
del total del tumor y de la aplicacion de tratamientos locales, lo cual suele ser
suficiente en los CNM localizados que no muestran extension a tejidos
periféricos o distales. En general, los tumores de bajo grado se extirpan con un
margen de seguridad de entre 4 y 6 mm, suturandose el defecto mediante cierre
primario o reconstruccion con colgajo o injerto. Para los tumores de alto grado
se recomienda la cirugia micrografica de Mohs o la reseccion con suficiente
margen de seguridad en tejidos periféricos. Cuando esto no es posible, el
tratamiento de eleccién es la radioterapia y/o la quimioterapia, con resultados
muy variables entre pacientes (79).

A pesar de que existen diversas opciones terapéuticas para el tratamiento de los
CEC de alto riesgo, la extirpacion quirurgica completa, con margenes
histologicos libres de neoplasia, continua siendo el tratamiento de eleccion. Para
la extirpacion quirurgica se han de obtener margenes de escisidn oncologica
suficientes, de forma que es habitual generar dafios que afecten a otros tejidos

y 6rganos, como es el caso de los NPs (79).
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2.4 Ingenieria Tisular de la piel

En el caso de la piel, son numerosos los modelos de piel bioartificial generados
mediante IT que se han descrito hasta el momento. Aunque muchos de estos
modelos han demostrado utilidad terapéutica para el tratamiento de pacientes
afectos de graves quemaduras y otras patologias relevantes (80), la utilidad
potencial de la piel artificial generada mediante IT no se limita a esta aplicacion

clinica.

En este sentido, la piel humana artificial constituye un modelo altamente
controlado en el que es posible reproducir la fisiologia y la fisiopatologia de la
piel humana en diferentes condiciones experimentales, permitiendo reproducir
en laboratorio diversos tipos de enfermedades de la piel que serian muy dificiles

de estudiar en el paciente.

Un ejemplo de ello seria el CEC. Para el estudio de este tipo de neoplasia,
tradicionalmente se han analizado tumores de distinto grado obtenidos de
pacientes afectos de cancer de piel. Sin embargo, este tipo de muestras
unicamente permite estudiar un momento concreto del desarrollo tumoral y no
permite realizar estudios evolutivos ni determinar los factores que van ocurriendo
a lo largo del tiempo en el tumor. Por el contrario, las biopsias ofrecen una foto
fija de uno de los estadios finales del proceso tumoral, una vez que el cancer de
piel se ha desarrollado y presenta sintomatologia clinica. A este respecto, el
desarrollo de la IT ofrece por primera vez la posibilidad de elaborar en laboratorio
modelos tridimensionales de distintos tejidos y érganos humanos capaces de
reproducir la patologia de diferentes enfermedades humanas, incluyendo los
tumores de la piel. Las oportunidades que ofrecen estas técnicas son multiples
pues, por primera vez, los investigadores estan en disposicion de generar en
laboratorio modelos de enfermedad, permitiendo seguir su evolucion en cultivo
y probar distintos agentes terapéuticos sin necesidad de utilizar animales de
experimentacion (81).

En lo que respecta a la piel artificial humana, el Grupo de Ingenieria Tisular CTS-

115 de la Universidad de Granada ha desarrollado un sustituto de piel humana
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(Figura 4) que se esta utilizando para el tratamiento de grandes quemados en
un hospital de referencia para este tipo de quemaduras con gran éxito hasta el
momento, como ha sido comentado en secciones anteriores de esta Tesis
Doctoral. Es en este contexto donde se plantea la necesidad de dar un salto
cualitativo en el campo de la IT y proceder al disefio y a la fabricacion de modelos
de tejido humano patolégico, siendo este uno de los principales retos de la IT del
siglo XXI. Al disponer de una fuente de tejido virtualmente inagotable para
experimentacion y desarrollo de nuevas terapias, los sustitutos artificiales de la
piel humana podrian utilizarse para el desarrollo de terapias utiles en el
tratamiento de la patologia grave de la piel, incluyendo el cancer de piel.

Figura 4: Piel artificial basada en HFA sometida a la tincion de acido periddico de Shiff
(PAS). Los queratinocitos epidérmicos se organizan en diferentes estratos en la parte superior

del HFA que forma el estroma dérmico con fibroblastos humanos. Barra de escala 50 ym

Hasta el momento, son muy escasos los modelos de tejido humano artificial
patolégico que se han utilizado para simular un tumor de piel. El primero de ellos
fue el modelo de Commandeur (82), que utilizaba un sistema organotipico
basado en lineas celulares cultivadas sobre matrices de colageno de origen
animal. Modelos mas recientes son los de Brauchle, quien logré generar un
sustituto de piel humana utilizando igualmente lineas celulares y biomateriales

de colageno animal (83, 84). Aunque estos modelos suponen un avance en el

40



campo, ninguna de estas pieles artificiales son plenamente biomiméticas del

tejido humano, lo cual obliga a continuar investigando en este campo.

En nuestro caso, el mencionado modelo de piel de fibrina-agarosa desarrollado
por el Grupo de Ingenieria Tisular CTS-115 de la Universidad de Granada fue el
primero a nivel de la Comunidad Auténoma que obtuvo la aprobacion de la
AEMPS para uso en pacientes (y el primero en un centro sanitario publico en
Espafa). A diferencia de los mencionados modelos de Commandeur y Brauchle,
el modelo basado en HFA es plenamente biomimético de la piel humana e
incluye unicamente células procedentes de la piel humana normal (de cultivos
primarios) y biomateriales de fibrina-agarosa altamente biocompatibles. Al
tratarse de un modelo totalmente biomimético, es de suponer que su aplicacién
hacia la generacion de piel artificial patolégica (modelos de cancer de piel) sea
capaz de reproducir de forma mucho mas fidedigna la patologia humana. De
este modo, se generan herramientas utiles para la investigacion de mecanismos
bioldgicos y funcionales de tumorigénesis, progresion y extension del cancer de
piel en una piel artificial que realmente reproduce las condiciones de la piel
humana nativa. Todo ello posibilitaria el estudio de numerosos factores
histologicos, genéticos, bioquimicos y biomecanicos relacionados con este tumor
(incluyendo el papel del estroma) y, por tanto, la evaluacion de protocolos
terapéuticos y el ensayo de nuevas terapias basadas en el mencionado modelo.
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3 LESIONES DE NERVIO PERIFERICO

3.1 Conceptos basicos del sistema nervioso

periférico

El sistema nervioso es considerado uno de los sistemas mas complejos del
organismo desde el punto de vista estructural, molecular y funcional. Se trata de
una red altamente organizada que se extiende por todo nuestro cuerpo
encargada de procesar informacion y generar respuestas especificas(85). El
componente funcional y principal del sistema nervioso es el tejido nervioso, uno

de los tejidos fundamentales que constituyen el cuerpo humano (86).

Anatémicamente el sistema nervioso puede dividirse en el sistema nervioso
central, compuesto por el cerebro y la médula espinal, y el sistema nervioso
periférico que emerge directamente del sistema nervioso central y esta
compuesto por organos altamente especializados llamados NP y ganglios
nerviosos (85, 86). Como parte de la presente Tesis Doctoral, se desarrollaran
nuevas estrategias de IT para la reparacion de lesiones estructurales de NP, por
lo cual solo se desarrollara el sistema nervioso periférico en secciones

posteriores.
3.1.1. Caracteristicas histolégica

Los NPs son 6rganos delicados que emergen del sistema nervioso central y
crean una red compleja y altamente organizada hasta conectar con los 6rganos
y tejidos diana. Histologicamente, los NP estan compuestos por dos tejidos bien
diferenciados: el tejido nervioso o parénquima y el tejido conectivo o estroma
(39).

Parénquima

El parénquima de los NP esta organizado en unidades conductoras
especializadas llamadas fibras nerviosas periféricas (FNP), las cuales son

capaces de conducir un impulso eléctrico. Esta compleja estructura es la
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responsable de transmitir la informacién hacia y desde el sistema nervioso
central a través de impulsos nerviosos aferentes (sensibles) y eferentes
(motores) (85-87). Estructuralmente, las FNP estdn compuestas por el axén
neural, la envolstura de la célula de Schwann (CS) y una membrana basal
externa. De acuerdo con el mecanismo de interaccién de la CS y el axén, las
FNP pueden dividirse en fibras nerviosas mielinicas o amielinicas con
importantes implicaciones fisiologicas. Las vainas de mielina periféricas son
esenciales para reducir la capacitancia ionica a lo largo de la membrana
axoplasmica del NP. Estas estructuras aumentan la velocidad del potencial de
accion facilitando la conduccién iénica en las fibras mielinicas de los NP (69, 85,
87).

Las FNP mielinicas son el resultado de una interaccion especifica entre una CS
unica y una region concreta del axdén. Cuando una CS rodea un segmento axonal
unico, elabora una vaina de mielina compuesta por varias capas alrededor del
axon. Durante este proceso, la membrana plasmatica de la CS se envuelve
alrededor del axén (85, 87). Dos porciones opuestas de CS forman el mesaxén
interno y externo que comienzan a rodear un segmento axonal y finalmente
forman la vaina de mielina por una compresion progresiva de la membrana CS
(67, 87-89). Sin embargo, a lo largo de las vainas de mielina se puede encontrar
una region no compactada, las incisuras de Schmidt-Lanterman (90, 91). Estas
interrupciones oblicuas forman una ruta para el paso de las sustancias a través
de las hojas de mielina de la CS y, de hecho, algunos estudios sugieren que las
vias de difusion radial para el transporte podrian ser 3 millones de veces mas
rapidas que la difusion a través del citoplasma (92, 93). Las vainas de mielina
son interrumpidas por una region axonal libre llamada nodo de Ranvier. Los
nodos de Ranvier son sitios de discontinuidad entre sucesivas vainas de mielina
enriquecidos en canales ionicos. En esta region, el axén es descubierto por
pequefas interdigitaciones de las CS adyacentes: los bucles paranodales y las
microvellosidades nodales. Esta distribucion estructural de las CS en las fibras
mielinicas genera segmentos internodales definidos por la longitud de las CS
(85, 87, 91).
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Las FNP amielincas estan compuestas por varios axones neuronales agrupados
por una unica CS. Durante la formacion de estas fibras, un grupo de axones
pequefos son envueltos por una serie secuencial de CS separadas unas de
otras por lenguas citoplasmaticas. Las CS que estan asociadas con axones
amielinicos a menudo se denominan células Remark, ya que Robert Remark fue
el primero en reconocer la FNP en 1838. La invaginacion de los axones esta
marcada por una membrana plasmatica denominada mesaxon. La membrana de
axon y la membrana de mesaxdn estan separadas, permitiendo que los fluidos
de los tejidos endoneurales alcancen el espacio periaxonal. Este espacio
intercelular permite la difusion de los iones cuando se produce un potencial de
accion (85, 87, 94).

La mayoria de los NPs contienen una mezcla de FNP mielinicas y amielinicas.
Esta poblacion heterogénea de FNP es evidente en las secciones transversales
de NP tenidas con azul de Toluidina o microscopia electrénica, donde es posible
observar diferencias en el diametro de las fibras, el diametro de los axones y el
grosor de la vaina de mielina (95).

Estroma

Si bien el parénquima, que es el tejido eléctricamente excitable dentro del NP,
ha sido objeto de estudio académico e interés clinico durante muchos afos, la
importancia del tejido estromal ha sido subestimada hasta los ultimos afios. El
tejido conectivo de los NP no solo proporciona estructura, resistencia mecanica
y proteccién a las FNP, sino que también es la fuente de la vascularizacion del
parénquima y una herramienta vital para la reorientacion axonal después de las
transecciones de los nervios (85, 87). El tejido estromal rodea las FNP y las aisla
del microambiente externo. En las secciones transversales de los NP se observa
facilmente que las FNP estan rodeadas por un tejido conectivo laxo denominado
endoneuro, que a su vez esta limitado por un tejido conectivo fino y mas denso,
el perineuro (Figura 5). El perineuro es una estructura mecanicamente fuerte que
rodea e individualiza los fasciculos nerviosos. Ademas, los fasciculos nerviosos
estan rodeados simultaneamente por un tejido conectivo externo conocido como

epineuro que culmina la arquitectura del nervio (69, 85, 87, 96).
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El epineuro es la capa externa de tejido conectivo de los nervios que esta
compuesta por una densa MEC. Esta MEC desempefia un papel fundamental
en la resistencia biomecanica bajo las tensiones nerviosas. Esta compuesta
principalmente por fibras de colageno tipo I, Il y Ill, seguidas de fibras elasticas.
La organizacion de estas fibras permite cierto grado de torsion pero limita la
sobredistension evitando los desgarros axonales (69, 85, 87, 96).

El perineuro es una capa estromal altamente especializada que se extiende
desde el sistema nervioso central y continda con las capsulas de los husos
musculares y las terminaciones sensoriales encapsuladas. El perineuro
desempefia una funcion protectora crucial en los NP a través de la barrera
perineural, ya que la MEC perineural proporciona la mayoria de las propiedades
biomecanicas de estos dérganos y una barrera de difusidon metabdlicamente
activa (96, 97). Morfol6gicamente, los colagenos de tipo | y Il y las fibras elasticas
se organizan en capas concéntricas orientadas en laminas circunferenciales,
oblicuas y longitudinales (69). Estas capas organizan las células perineurales y
suelen estar rodeadas por una doble membrana basal que, ademas, aporta
componentes moleculares a la barrera perineural impidiendo la difusion de
moléculas mas grandes. Curiosamente, el epineuro y el perineuro estan
conectados por una MEC laxa que facilita el deslizamiento de un fasciculo
independientemente de los adyacentes.

El endoneuro es un tejido conectivo laxo que se encuentra en el compartimento
interno de los fasciculos de los NP y proporciona un microambiente adecuado
para la funcion del parénquima. Su MEC esta altamente organizada en tubos
endoneurales de fibras de colageno compuestos de dos capas distintas (85). La
capa externa compuesta por fibras de colageno orientadas longitudinalmente y
la capa endoneural interna compuesta por fibras de colageno orientadas
oblicuamente o circunferencialmente fuera de la membrana basal de la FNP.
Dentro del endoneuro se puede encontrar una estructura cilindrica hialina. Esta
estructura se denomina cuerpos de Renault y aunque su funcidn sigue siendo
poco clara, probablemente actua como proteccidon mecanica del parénquima

después de neuropatias compresivas (85, 98).
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Figura 5. Representacion esquematica de la configuracion histolégica de un NP
acompainado de una seccidn transversal de un nervio multifascicular. En la parte superior
se observa la configuracion estructural de los componentes fundamentales constituyentes del
estroma y parénquima de los NPs. En la parte inferior se identifican los componentes de

colageno y mielina coloreados en rojo y azul respectivamente gracias a la técnica MCOLL.

La vascularizacion nerviosa comienza por el epineuro donde las arterias
segmentarias emiten ramas a lo largo de la longitud del nervio para formar el
vasa nervorum. Estas ramas se dividen en grandes vasos principalmente
longitudinales que se anastomizan formando la red de arteriolas epineurales.

Posteriormente, estas arteriolas envian vasos caracterizados por una capa
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muscular poco desarrollada en ramas oblicuas que cruzan el perineuro. Una vez
en el endoneuro, los vasos sanguineos se convierten inmediatamente en
capilares de gran diametro, orientados longitudinalmente, que permiten el flujo
de sangre en ambas direcciones. Estos vasos sanguineos establecen la barrera
hemato-nerviosa donde también los pericitos endoneurales han demostrado ser

esenciales para una correcta funcion de barrera (87, 96, 99).

3.1.2. Regeneracién y degeneracion de los

nervios periféricos

Parte de los estudios realizados en esta Tesis Doctoral se centraron en la
generacion de nuevas estrategias de IT para promover y aumentar el potencial
regenerativo del NP. En este contexto, esta seccion proporciona una informacion
breve pero crucial para entender como los NP puede regenerarse después de

un dano estructural.

Las patologias de los NP pueden dar lugar a diversos grados de lesion de las
fibras nerviosas y pueden clasificarse principalmente en neuropatias periféricas
relacionadas con la degeneracion axonal o la desmielinizacion de segmentos, o
en lesiones estructurales causadas por la extirpacién quirurgica de tumores o por
danos traumaticos (87, 100). En la siguiente seccion se analizaran el segundo
tipo de neuropatias, es decir las causadas por la extirpacion quirurgica de

tumores o por dafos traumaticos.

Aunque el NP tiene una capacidad extraordinaria para regenerar su parénquima
y su estroma después de un dafio estructural bajo un microambiente adecuado,
la reinervacion de los 6rganos diana no siempre conduce a una recuperacion
motora o sensorial adecuada y la mala direccion de los axones conduce a una

reinervacion inadecuada o parcial de los 6rganos dianas (101).

Después de las lesiones estructurales del NP, se producen complejos cambios
fisiopatoldgicos no solo en el lugar de la lesion sino también en los segmentos
proximal y distal del nervio y en el cuerpo de las células nerviosas que se

describen brevemente a continuacion y en la Figura 6.
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Los cuerpos neuronales que se encuentran, tras una transeccion nerviosa,
desconectados del axon distal, experimentan un complejo cambio funcional y las
neuronas pasan de un estado de transmision a un estado de regeneracion para
promover la reconexiéon axonal (87, 100). La respuesta tipica se caracteriza por
un aumento del volumen del cuerpo celular acompafado de excentricidad
nuclear, retraccion de las dendritas y desorganizacion de los cuerpos de Nissl
(cromatdlisis). Los cambios metabdlicos que se producen en el cuerpo celular
provocan una disminucion de la sintesis de los productos relacionados con la
neurotransmisiéon y un aumento de la sintesis de las proteinas asociadas al
crecimiento y los componentes estructurales de la membrana (102). Ademas, la
axotomia desencadena cambios de iones y cambios de excitabilidad. En este
sentido, se insertan en la membrana diferentes tipos de canales de sodio que
contribuyen a la hiperexcitabilidad eléctrica. Esta hiperexcitabilidad de la
membrana del soma también se acompafa de las descargas ectdpicas que se
desarrollan en los sitios lesionados y en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal
que se cree que juegan un papel crucial en la generacién y mantenimiento del
dolor neuropatico (87, 102, 103).

En el segmento proximal los axones degeneran desde el sitio de la lesion hasta
cierta distancia atras en un proceso conocido como degeneracion retrégrada. En
este proceso el axdn se retrae sobre uno o varios segmentos internodales
dejando atras el compartimiento endoneural como cilindros vacios (87). Después
de algunas horas, surgen espontaneamente brotes terminales y colaterales
respectivamente que degeneran rapidamente. El tiempo necesario para que
aparezcan los brotes definitivos se ha denominado retraso inicial y va
acompanado de una estabilizacion citoesquelética estructural. El proceso de
germinacion es altamente complejo con un comportamiento variable intrinseco,
en el que se pueden encontrar proyecciones directas, laterales y arbéreas en el
mismo modelo de regeneracion. Después del brote, los axones avanzan en
conos de crecimiento guiados por las CS y la membrana basal de los tubos
endoneurales hasta que se reconecta el érgano diana. Tras la reconexion, el
axon se agranda radialmente hasta su diametro de madurez con una maduracién

progresiva del citoesqueleto (87, 100, 102).
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En el segmento distal, inmediatamente después de la transeccion, comienza un
lento proceso de degeneracion conocido como degeneracion Walleriana. Este
proceso implica la degeneracion de las vainas de mielina, la proliferacion de las
CS y el reclutamiento de macrofagos (87, 104). Se produce la degeneracion
intrinseca del axon lesionado, que es un evento clave en la degeneracion
Walleriana ya que desencadena una compleja respuesta multicelular. Las
membranas axonales se fusionan y sus extremos se sellan mientras que el
citoesqueleto se degenera por protedlisis en una desintegraciéon granular.
Paralelamente, las vainas de mielina se retraen de los nodos de Ranvier y las
incisuras de Schmidt-Lanterman se dilatan para finalmente romper la vaina y
formar globulos. La degeneracion Walleriana se acompafia de una
desdiferenciacion de las CS y un reclutamiento de respuesta inmune (104). En
este contexto, los macrofagos también se acumulan en el lugar de la lesion y no
s6lo participan en la eliminacion de los desechos, sino que también modulan el
microambiente local y se polarizan en un fenotipo antiinflamatorio que contribuye

a la regeneracion axonal (105).

® © © ®

Figura 6. Representacion grafica de los cambios morfolégicos después de una lesion
del NP. A: Configuracion estructural normal de una neurona mielinizada asociada con
diferentes CS, B: Tras la transeccion nerviosa, el soma neuronal aumenta de volumen y el
segmento distal entra en una degeneracion Walleriana, C: Del extremo proximal surgen

espontaneamente brotes terminales al mismo tiempo que las CS proliferan y los guian hasta
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el 6rgano diana, D: Cuando se consigue una reconexiéon de los 6rganos distales el axon se
agranda radialmente hasta su madurez y se recuperan las caracteristicas morfologicas
normales, E: Cuando los conos de crecimiento no alcanzan el segmento nervioso distal la
transeccion permanente del nervio puede generar neuromas causando dafio nueropatico

cronico.

Durante este complejo proceso, las CS participan activamente en la orientacion
y el recrecimiento axonal. Una vez que se interrumpe la interaccion axén-CS, la
vaina de mielina es degradada por los macrofagos y las CS empiezan a proliferar
organizarse en columnas. La proliferacion comienza a partir de ambos lados del
segmento axonal y como resultado forman cordones longitudinales llamados
bandas de Blingner (87). Este proceso también se apoya en otras células
presentes en el lugar de la lesion que promueven el rebrote axonal, la
revascularizacion y la sintesis de una MEC transitoria (85, 87, 106). Los axones
se asocian al crecer distalmente entre sus membranas basales. Luego el brote
axonal que surge del segmento proximal intenta alcanzar las columnas de SC

para promover la reinervacion de los érganos objetivo (85, 87).

En los casos de una lesion nerviosa severa, los axones en regeneracion no
siempre consiguen cruzar el espacio de lesién y los conos de crecimiento no
alcanzan el segmento nervioso distal. Los brotes axonales muestran un
crecimiento aberrante y puede generarse en el extremo proximal un neuroma
(85, 87). Consecuentemente, la diana distal se denerva crénicamente y a su vez,
la transeccion permanente del nervio puede generar dafio nueropatico cronico
(102, 103).

3.2 Estrategias de reparacion de los nervios

periféricos

La regeneracion nerviosa espontanea descrita en la seccidn anterior,
desafortunadamente solo ocurre bajo circunstancias perfectas y en casos de
dafios menores nerviosos. La mayoria de las lesiones de NP requieren de
intervenciones quirurgicas para restaurar la continuidad y funcion nerviosa.
Dicha intervencion dependera de factores como la complejidad de la lesion, el

tiempo entre lesion y reparacion, el tamafio del nervio, y la longitud de la lesidn
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y la disponibilidad de injertos nerviosos. En la presente seccidn se discutiran los
meétodos clinicos utilizados habitualmente: la reparacion directa y el uso de auto
y alo injertos, mientras que en la seccion posterior se discutiran las

aproximaciones experimentales por IT (Figura 7).

Figura 7. Tratamiento quirdargico actual y estrategias de IT para las lesiones de NP. A y
B estrategias actuales para la reparacion de NP, A nuerorrafia directa de extremo a extremo,
B uso de autoinjertos nerviosos. C y D estrategias por IT para la reparacion de NP, C gracias

al uso de aloinjertos descelularizados de NP y D a través de sustitutos de nervio bioartificial.
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3.2.1. Reparacioén directa

La reparacion directa denominada también neurorrafia de extremo a extremo,
puede aplicarse en lesiones nerviosas pequenas donde se puedan aproximar
ambos extremos nerviosos sin tension. Tras diseccionar el nervio del tejido
circundante se obtiene una mayor movilidad y se pueden salvar distancias mas
grandes. Con esta técnica, ambos extremos nerviosos quedan suturados juntos
gracias a suturas epineurales o perineurales, o una combinacién de ambas. Sin
embargo, es importante que la reparacion directa se haga con un ajuste
fascicular de ambos extremos, proximal y distal, para recuperar la funcionalidad
nerviosa (107). Sin embargo, la reparacion directa de extremo a extremo no
suele ser una opcion en los traumas complejos debido al dafio segmentario del
nervio o la imposibilidad de hacer una reparacion libre de tension (39, 87, 100,
107).

3.2.2. Autolnjertos

Tradicionalmente, para las reparaciones de lesiones nerviosas grandes,
segmentarias o complejas donde se ha producido le pérdida de sustancia, se
han utilizado injertos nerviosos autologos, es decir, autoinjertos. Los autoinjertos
son el tratamiento actual mas utilizado en este tipo de lesiones pues
proporcionan los componentes necesarios para la regeneracion nerviosa,
incluidas CS viables, tubos endoneurales y MEC propia del tejido a reparar.
Ademas, como el injerto es obtenido del mismo paciente no se requieren

procesos de inmunosupresion, pero si una segunda intervencion (39, 107, 108).

Sin embargo, el uso de autoinjertos desgraciadamente tiene algunas
desventajas como la necesidad de una segunda intervencidon quirurgica y la
morbilidad en el sitio donante acompanada del desarrollo de un posible neuroma.
Ademas, la incapacidad de utilizar nervios motores lleva consigo la dificultad de
regenerar este tipo de nervios pues se ha demostrado que los injertos nerviosos
sensitivos resultan en recuperacion funcional deteriorada de los nervios motores
(109). Es por ello que los autoinjertos se asocian con un mayor tiempo operatorio,

pérdida sensorial, formacion de cicatrices y la formacion de neuromas
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debilitantes. Todo ello se refleja en la tase de éxito de estos injertos que no
supera el 50% en pacientes (39, 87, 100, 109, 110).

3.2.3. Alolnjertos

Algunas de las limitaciones consideradas con los autoinjertos nerviosos pueden
ser superadas por los aloinjertos como la necesidad de una segunda
intervencion que es evitada gracias a la recoleccion de aloinjertos nerviosos de
donantes vivos o cadavéricos. Ademas, cuando los aloinjertos provienen de
donantes cadavéricos no encontramos limitaciones en longitud ni complejidad
nerviosa facilitando de esa forma una mejor coincidencia en tipo de nervio,

diametro o numero de fasciculos (39, 107, 111, 112).

Los aloinjertos presentan ademas las principales ventajas de los autoinjertos,
como la de poseer la arquitectura tipica de un nervio nativo y los componentes
propios de la MEC. Sin embargo, el principal problema se genera en tanto en
cuanto la respuesta inmunitaria del paciente detecta el injerto como extrafno. Se
producen entonces reacciones inmunitarias adversas a la integracion del injerto
que requieren del uso intenso de inmunosupresores durante aproximadamente
18 meses poniendo al paciente en riesgo de infecciones oportunistas e incluso
de neoplasias (39, 107, 111-113).

3.3 Ingenieria Tisular del nervio periférico

Hasta la fecha, el tratamiento de los pacientes con pérdida o dafio total o parcial
de NP es un gran desafio en la practica clinica. Las limitaciones de las actuales
terapias han conducido la investigacion hacia la busqueda de nuevas

alternativas para la generacion de sustitutos nerviosos por IT.

El gran reto de la IT es el de generar un sustituto neural adecuado para reparar
grandes lesiones nerviosas, Yy que proporcionen un microambiente
proregenerativo mientras mantenga la fuerza mecanica suficiente para proteger
y aislar la zona de interseccion. Ademas, estos sustitos deben proveer la

resistencia mecanica necesaria para resistir las fuerzas de tension y compresion,
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y proteger la regeneracion tisular a lo largo de la zona de interseccion. Esta zona
es el area critica entre los segmentos nerviosos proximales y distales en la que
el proceso de regeneracion debe avanza para reinervar los tejidos y 6rganos
distales. Es importante entonces conocer los procesos que acontecen en esta
zona critica en aquellos casos en los que se necesita un material guia para
reconectar ambos extremos nerviosos. En este contexto, se pueden diferenciar
cinco fases principales que ocurren de forma secuencial en la zona de
interseccion: la fase de fluido, la fase de matriz, la fase de migracién celular, la
fase axonal y la fase de mielinizacién (39, 54, 100, 110). En la fase inicial, la
brecha se llena con un influjo de exudado plasmatico procedente de los
segmentos proximal y distal, que contienen principalmente factores
neurotroficos, precursores de la MEC. A continuacién, se forma una MEC laxa,
compuesta en su mayor parte por un coagulo de fibrina que conecta ambos
segmentos nerviosos. Posteriormente comienza la migracion celular alrededor
de la segunda semana y células de ambos segmentos comienzan a migrar
progresivamente, alineandose y en esta MEC de fibrina transitoria (39, 110). Con
el avance de la migracion celular, las células producen un MEC mas estable
mientras degradan progresivamente la fibrina. Ahora el estroma regenerado
proporciona los factores fisicos y quimicos necesarios para promover y guiar la
regeneracion axonal desde el segmento proximal al distal. Después de la fase
axonal comienza la fase de mielinizacion, en la que las CS cambian su fenotipo
y comienzan a envolver axones estabilizados y mas maduros para formar la

vaina de mielina, lo que da lugar a cierta reparacioén funcional (39, 54, 110).

A continuacién, se discutiran algunas de las aproximaciones mas comunmente
utilizadas que estan generando resultados prometedores en estudios

preclinicos.

3.3.1. Descelulariacion

En los ultimos afos, la descelularizacion se ha descrito como un método eficiente
para la generacion de andamiajes biologicos a partir de tejidos nativos para
diferentes aplicaciones en la IT (39, 49, 51-53). Este método se disefid con el fin

ultimo de eliminar la respuesta inmunitaria que desencadena la introducciéon de
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injertos no autdlogos en el huésped. Como las moléculas de la MEC se
encuentran altamente conservadas entre individuos e incluso entre especies, la
respuesta inmunitaria dependera principalmente en la presencia del material
celular del injerto (114). Es por ello que este método pretende eliminar el
contenido celular del tejido (para evitar el rechazo del huésped), manteniendo a
su vez la estructura tridimensional de la MEC. Estos aloinjertos descelularizados
presentan numerosas ventajas con respecto a las terapias utilizadas
actualmente ya que eliminar la necesidad de una segunda intervencion
quirurgica y la morbilidad en el sitio donante acomparfiada de un posible neuroma
asociada con el uso de autoinjertos nerviosos, al igual que generan un recurso

ilimitado de injertos listos para su utilizacion.

Para determinar la eficacia de la descelularizacién Crapo et al (114) fijaron un
criterio para cuantitativamente determinar los limites para aceptar una
descelularizacion tisular. Propusieron que la eliminacion del material nuclear:
fuera inferior a 50ng de ADN de doble cadena por mg de peso seco de tejido,
fuera menor a 200 pb de longitud de ADN y que no se pueda encontrar material
nuclear visible en secciones tisulares tefiidas con 4’,6'-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) o hematoxilina-eosina (HE). Para cumplir los criterios mencionados
anteriormente la descelularizacion puede realizarse mediante el uso de métodos
quimicos, fisicos y/o una combinacion de ambos. La eleccion del método de
descelularizacion dependera mayoritariamente de la naturaleza y composicion

molecular del tejido en cuestion.

En este sentido, en las ultimas décadas se han desarrollado diferentes
aloinjertos nerviosos descelularizados que han mostrado resultados
experimentales prometedores (39, 49), e incluso algunos han sido aprobados por
la FDA para su uso en humanos (115). En general, la mayoria de la literatura
reciente reafirma la utilizacion de detergentes como el método mas eficiente para
la eliminacion del componente celular en los NP (50, 116, 117) o para la

generacion de hidrogeles de base natural (118).

Para mejorar la descelularizacidén de los tejidos y la conservacién de la MEC,

algunos autores combinaron eficazmente diferentes detergentes con agentes de
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descelularizacién (quimicos o bioldgicos) o métodos (fisicos y quimicos) con
resultados prometedores (51, 117). Pese al uso extendido de los detergentes
para la generacion de sustitutos nerviosos descelularizados, muchas son las
investigaciones que estan optando por combinar estos agentes decelularizantes
con enzimas especificas que favorezcan la eliminacion de la informacion
genética de las células. A este respecto, en un reciente estudio demostré que la
combinacion de detergentes anfotéricos y nucleasas son estrategias eficaces
para eliminar eficazmente las células y preservar la compleja MEC de aloinjertos
de NP(49). Este estudio demostré una tasa de descelularizacion exitosa y una
preservacion de las moléculas fibrilares y no fibrilares de la MEC, asi como unas
propiedades biomecanicas adecuadas ex vivo (49). Posteriormente, este mismo
aloinjerto descelularizado ha demostrado su utilidad para la reconstruccion de
lesiones del nervio ciatico de 10 mm en ratas con una alta regeneracion tisular y

recuperacion funcional (119).

3.3.2. Conductos bioartificiales

Los sustitutos de nervio artificial (SNA) son una alternativa al uso del autoinjerto
para reparar lesiones nerviosas. Estas estructuras tubulares se disefian para
crear un microambiente controlado donde pueda darse la regeneracion nerviosa
de forma que incremente el numero, la velocidad y la longitud de los axones en
regeneracion (39, 120-122).

Para generar SNA por IT, ademas de cumplir con los criterios establecidos en
secciones anteriores, el sustituto de nervio bioartificial (SNB) ha de ser capaz de
guiar a los axones en regeneracion hacia el extremo distal a la vez que limitar la
generacion de axones mal direccionados desde el extremo proximal. Ademas,
los SNB se deben caracterizar también por favorecer la difusion de nutrientes,
mientras evitan la formacion de tejido cicatricial y neuromas (39, 54, 101, 122).

La primera generacion de SNB consistian en tubos vacios que permitian el
aislamiento del ambiente regenerativo, evitando de esa forma la dispersion de
factores criticos para la regeneracion. Uno de los SNB mas utilizadas en el
ambito clinico es el conducto de colageno comercial liofilizado de tipo | lleno de
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solucién salina denominado (115), que ha demostrado ser eficaz en modelos de
reparacion nerviosa en ratas y monos y esta aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso en seres humanos (115, 123). Sin embargo,
su eficacia disminuye ante defectos nerviosos largos o complejos (25, 39, 54,
110, 123).

Aunque muchos de estos SNB han obtenido la aprobacion por la FDA (115) para
su uso clinico, los resultados clinicos no superaban los niveles de regeneracion
del autoinjerto, probablemente debido a la ausencia de estructuras guias dentro
de los mismos. Por consiguiente, la segunda generacion de SNB se centro en la
generacion de diseiios complejos con mayor capacidad de conduccion de los
brotes axonales (39, 54, 120-122). Esta segunda generacién de SNB no se
desarrolla unicamente con una mayor complejidad estructural, sino también
bioldgica, reflejando una MEC mas parecida a la nativa. Desde el punto de vista
fisico y estructural, se obtuvieron importantes avances mediante la incorporacién
de biomateriales o nanofibras alineadas al microambiente regenerativo (39, 40,
122). Desde el punto de vista bioldgico, algunos autores demostraron un
aumento significativo de la regeneracion de las NP mediante el uso de
biomateriales funcionalizados y biolégicamente activos gracias a la incorporacion
de factores de crecimiento y, especialmente, mediante la incorporacién de
biomateriales que contienen diferentes fuentes celulares (39, 124-127). Estos
avances sugieren que la regeneracion nerviosa se produce mas eficientemente
en tanto en cuanto mas nos acercamos al microambiente y la estructura

regenerativa biomimética (39, 40, 109, 122).

En este sentido y como hemos comentado en secciones anterior nuestro grupo
de investigacion desarroll6 un hidrogel hibrido natural y biodegradable
compuesto por fibrina humana y agarosa tipo VIl (55). Este HFA ya demostro,
combinado con células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo e
introducido como relleno intraluminal de un conducto de colageno comercial,
proporcionar un microambiente adecuado proregenerativo que dio lugar a una
mejora significativa de los perfiles clinicos, funcionales, electromiograficos e
histolégicos (11, 46). Estos estudios anteriores sugieren que los conductos de
colageno comercial y el HFA celular contribuyeron sinérgicamente al proceso de

57



regeneracion del NP y a la reinervacion de los 6rganos diana distales. A pesar
de estos resultados, el HFA no tiene las propiedades biomecanicas adecuadas

para ser utilizados directamente en la reconstruccion del NP por si mismos.

En este contexto, se demostro recientemente que las propiedades biomecanicas
y estructurales del HFA pueden mejorarse significativamente de forma
controlada con la técnica de nanoestructuracion (11, 41). Este proceso de
fabricacion permitio recrear con éxito el tamafio y la forma de los NP con
propiedades estructurales, biomecanicas prometedoras, acompanadas de una
alta biocompatibilidad ex vivo(11). Sin embargo, aun no se ha estudiado la
posible utilidad clinica del sustituto de nervio bioartifical basado en fibrina-
agarosa nanoestructurado (SNBFAN).

Debido a las prometedoras propiedades estructurales y bioldgicas que ofrece el
nuevo SNBFAN para la reconstruccién de NP, y en vista de los supuestos efectos
sinérgicos de los conductos de colageno HFA y conductos de colageno
comerciales, se ha realizado, como parte de la presente Tesis Doctoral, un
estudio in vivo para determinar la utilidad de estos sustitos en la reparacion del
NP.
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IV HIPOTESIS
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La elaboracion de modelos biomiméticos de cancer de piel humana que
reproduzcan fielmente esta patologia en el laboratorio generaria una herramienta
para el estudio de los mecanismos que rigen la biologia tumoral, la extension y
la metastasis, posibilitando de este modo un mejor conocimiento de la biologia
del cancer de piel y el desarrollo de nuevos tratamientos para esta patologia. La
aplicacion de meétodos y técnicas de biofabricacion optimizadas en el grupo de
investigacion y aplicadas a la generacion de modelos de neoplasias de piel
artificial permitira generar modelos biomiméticos de piel patoléogica de CEC
basados en biomateriales de fibrina-agarosa. Las estrategias propuestas en esta
Tesis Doctoral podrian aportar nuevos conceptos en el ambito de la

carcinogénesis y la progresion tumoral de la piel.

Del mismo modo, el desarrollo de esta Tesis Doctoral aspira a estudiar la utilidad
del biomaterial de fibrina-agarosa para la reconstruccion y regeneracion del NP
humano. La generacion de nuevos sustitutos de NP a partir de estos
biomateriales combinados con células madre mesenquimales podria suponer un
avance importante en el campo de la IT y contribuiria a la reparacion
microquirurgica de lesiones criticas de NP que actualmente no disponen de un
tratamiento altamente eficaz. Los sustitutos bio-artificiales generados mediante
la combinacion de biomateriales, células madre y técnicas de nanoestructuracion
permitira crear sustitutos nerviosos que aportaran factores moleculares basicos

para promover la regeneracion tisular.

Por todo ello, las estrategias propuestas en este proyecto de Tesis Doctoral
aportaran nuevos enfoques relacionados con la utilidad potencial de los
biomateriales de fibrina-agarosa desarrollados por el Grupo de Investigacion

utilizados en diferentes aplicaciones relacionadas con la IT.
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V OBJETIVOS
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Objetivo general:

El objetivo general de este proyecto de Tesis Doctoral es desarrollar nuevos

modelos biomiméticos de cancer de piel no melanoma basados en biomateriales

de fibrina-agarosa para evaluar mecanismos bioldgicos y protocolos terapéuticos

en oncologia, asi como generar y determinar el perfil de regeneracion tisular y

recuperacion funcional in vivo de nuevos sustitutos de NP generados con los

mismos biomateriales.

Objetivos especificos:

1.

Generar nuevos modelos biomiméticos de cancer de piel no melanoma
mediante la utilizacibn de hidrogeles de fibrina-agarosa, células
epiteliales, células estromales y células cancerigenas.

Evaluar el modelo a nivel histologico para determinar los procesos
celulares y moleculares involucrados en la progresion tumoral in vitro.
Generar nuevos sustitutos neurales bio-artificiales del nervio periférico
mediante la combinacion de hidrogeles nanoestructurados de fibrina-
agarosa y células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo.
Determinar el perfil de regeneracion tisular y recuperacion funcional en el
tratamiento de lesiones de 10 mm en un modelo animal de dafo nervioso

irreversible.
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VI MATERIALES Y METODOS
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1 GENERACION DE MODELOS BIOMIMETICOS DE
CANCER DE PIEL NO MELANOMA:

1.1 Muestras y obtencién de cultivos primarios

En este proyecto de Tesis Doctoral se han utilizado varias fuentes celulares para
generar el modelo de CNM. Concretamente para la constitucidon del epitelio se
utilizaron dos lineas celulares ampliamente descritas en la literatura: la linea
celular A431 y la linea celular Ker-CT ambas adquiridas en ATCC. La linea
celular A431 se establece a partir de un carcinoma epidermoide de una mujer de
85 afos de edad derivado de tumores sélidos (128). La linea celular Ker- CT es
una linea celular inmortalizada derivada de queratinocitos epidérmicos humanos
normales provenientes de un paciente hombre sano; esta inmortalizacién se
llevd a cabo mediante la sobreexpresion de telomerasa y Cdk4 utilizando
vectores retrovirales (129) y demostré mantener las caracteristicas tipicas de
queratinocitos humanos en cultivos organotipicos (130, 131).

Para la generacion del estroma dérmico se utilizaron fibroblastos humanos que
fueron aisladas de biopsias de tejido sano tal y como se describid previamente(6,
7, 10). Los fibroblastos se obtuvieron gracias a pequefas biopsias de piel
humana normal de donantes sanos sometidos a cirugia menor en el
Departamento de Cirugia Plastica del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada, Espafia. Los fibroblastos se obtuvieron gracias a la disgregacion en
pequefios fragmentos del tejido conectivo de manera mecanica para
posteriormente digerirla enzimaticamente mediante una mezcla de Dulbecco's
Eagle modificado (DMEM) y 2 mg/ml de Clostridium histolyticum colagenasa |
(Gibco BRL Life Tech- nologies, Karlsruhe, Alemania) a 37°C. Los fibroblastos
desprendidos se recogieron por centrifugacion y se expandieron en frascos de
cultivo(7, 8, 44).

Los fibroblastos se cultivaron en medio comercial DMEM suplementado con 1%
de solucion de antibidticos y 10% de suero fetal bovino (DMEMCc). EI mismo
medio también se utilizd para cultivar la linea celular A431. La linea celular Ker-
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CT se cultivaron en una mezcla 3:1 de DMEM y medio de cultivo Ham F12
complementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), 1% de antibidticos, 24
g/ml de adenina, 0,4 g/ml de hidrocortisona, 5 g/ml de insulina, 10 ng/ ml de factor
de crecimiento epidérmico, 1,3 ng/ml de triyodotironina y 8 ng/ ml de toxina de
colera (todos de Sigma-Aldrich) (7, 58, 65). Nos referimos a este medio como
medio QC.

Ambas estirpes celulares se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar (37°
C y 5% de CO2), el medio de cultivo se renovo cada tres dias y la confluencia se
controlé diariamente mediante microscopia de contraste de fase (Nikon, Eclipse
Ti-U). Los cultivos subconfluentes se trataron con tripsina-EDTA (Sigma Aldrich)

y se subcultivaron en nuevos frascos de cultivo.

1.2 Generacidon de hidrogeles de piel humana

normal y carcinoma.

Los modelos de piel humana normal y carcinoma se generaron utilizando
insertos porosos de 0.4 um de 1,1 cm? (Starstedt, Alemania), como se describid
anteriormente (7, 8, 59). Brevemente, el estroma se generd por primera vez
utilizando una mezcla de fibrina humana obtenida del plasma sanguineo y de
agarosa tipo VIl al 0,1% en PBS. Para producir el sustituto dérmico de 1 ml, se
afiadieron 760 pl de plasma humano a 125 yl de DMEM. Para prevenir la
fibrinolisis en gel, la mezcla fue complementada con 15 ul de acido tranexamico
(Amchafibrin, Fides Ecopharma, Espafna). Luego se afadieron 50 pl de CaCl2 al
2% para inducir la polimerizacion de la fibrina, seguida de la adicion inmediata
de 50 pl de agarosa concentrada derretida (2% en PBS) a 40°C. La
concentracion final de agarosa en el sustituto del estroma fue del 0,1%.
Finalmente, la mezcla fue rapidamente alicuotada en insertos porosos y se dejo
solidificar a 37°C durante 2 h.

Es estos HFA se incorporaran diferentes tipos celulares para configurar los
siguientes grupos de estudio que reflejan los diferentes estadios de extension
del cancer melanoma segun la profundidad de las células malignas. Ademas,

para estudiar la influencia del estroma celular en los modelos de piel ortotipicos
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se generaran estromas celulares y acelulares. En esta linea se configuraron los

siguientes grupos experimentales (Figura 8):

-Grupo Control: piel humana artificial ortotipica generada con un estroma que
contiene 300.000 fibroblastos humanos de piel y un epitelio compuesto por

56.500 queratinocitos humanos no patologicos de la linea KerCT.

- Grupo Control acelular: piel humana artifical con estroma acelular y un epitelio
compuesto por queratinocitos no patolégicos 56.500 queratinocitos de la linea
KerCT.

- Grupo CEC: Cancer de piel no melanoma en distintos estadios histolégicos de
extension de las células malignas con estroma artificial ortotipico. Este modelo
fue generado con un estroma que contiene 300.000 fibroblastos humanos de piel
y un epitelio compuesto por 56.500 queratinocitos humanos patolégicos CEC de
la linea celular A431.

- Grupo CEC Acelular: Cancer melanoma en distintos estadios histologicos de
extension de las células malignas con estroma artificial acelular. El cual fue
generado con un estroma acelular y un epitelio compuesto por 56.500
queratinocitos humanos patolégicos CEC de la linea A431.

Finalmente, los modelos de piel se cultivaron durante 2 dias sumergidos en el
medio de cultivo para posteriormente ser sometidos a una técnica de cultivo aire-
liquido durante 14 dias para inducir la diferenciacién adecuada del epitelio
multicapa. Los tejidos se mantuvieron en cultivo a 37°C con un 5% de CO2. Se
tomaron muestras para su analisis en el momento del cambio de fase aire-liquido

y posteriormente cada 2 dias para ver la evolucion temporal del CEC.
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Figura 8: Generacion de hidrogeles de piel humana normal y carcinoma. Todos los
modelos se generan utilizando el HFA combinando diferentes componentes celulares. Para la
generacion de los modelos con estroma acelular se siembran en la superficie del hidrogel
queratinocitos no patolégicos y células derivadas de CEC para el modelo control y patolégico
respectivamente. Para la generacion de modelos con estroma celular ademas se introducen

fibroblastos humanos en el HFA.
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1.3 Caracterizacién histolégica y estructural

Para determinar los patrones estructurales existentes en los diferentes modelos
creados en este proyecto, se utilizaron técnicas histologicas, histoquimicas e
inmunohistoquimicas (IHC). Para los analisis histoldgicos, los distintos modelos
de piel se fijaron en formalina neutra al 10% y se incluyeron en parafina. Los
cortes histoldgicos fueron tefidos posteriormente con hematoxilina-eosina (HE).
En cada muestra, se determinaron parametros de integridad, morfologia celular
y estructura del estroma. Para el analisis de la MEC, se utilizaron los métodos
de tincidon de azul alcian (AB), acido peryodico de Schiff (PAS) y rojo picrosirius
(PS) para estudiar la presencia de glucosaminoglicanos, carbohidratos y fibras
de colageno. Con el fin de determinar el comportamiento biologico de las células
tumorales frente a la piel no tumoral se utilizaron técnicas IHC. En este sentido
se evaluo la proliferacion celular, la expresion de CKs basales y superficiales,

las uniones intercelulares y la formacién y/o degradacion de la membrana basal.

Los detalles técnicos de los procedimientos IHC y los anticuerpos utilizados se

resumen en la tabla 1.
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Tabla 1: Anticuerpos utilizados para la deteccion IHC

Anticuerpo Dilucion  Pretratamiento N° Catalogo
Citrate buffer, pH 6 . . .
. . . Ready to o ’ Master Diagnostica, Granada, Spain,
Rabbit anti-cytokeratin 5 use 95°C . cat. N°. MAD-000491QD
for 25 min
Citrate buffer, . . .
. . Ready to o Master Diagnostica, Granada, Spain,
Mouse anti-cytokeratin 10 use pH 6, 95.C cat. N°. MAD-000150QD
for 25 min
. . EDTA, . . .
Mouse anti-cytokeratin Ready to H8 95°C Master Diagnostica, Granada, Spain,
(AE1-AE3) use Flior 2’5 min cat. N°. MAD-001000QD
Readv to EDTA, (Clone SP6) Master Diagnostica,
Rabbit Anti-Human Ki-67 usg pH 8, 95°C Granada, Spain, cat. N°. MAD-
for 25 min 000310QD
Readv to EDTA, (Clone PC10)Master Diagnostica,
Mouse anti-human PCNA usg pH 8, 95°C f Granada, Spain, cat. N°. MAD-
or 25 min 000903QD
Citrate buffer, pH 6 . . .
. . Ready to o ’ Master Diagnostica, Granada, Spain,
Mouse anti-claudin-1 use e cat. N°. MAD-000523QD
™ - T
ImmPRESS ?nt' rabbit Ready to - Vector® Laboratories; MP-7401
IgG (peroxidase use
™ e
ImmPRESS qntl mouse Ready to - Vector® Laboratories; MP-7402
IgG (peroxidase use
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2 GENERACION DE SUSTITUTOS DE NERVIO
PERIFERICO:

2.1 Generacion de sustitutos 3D bio-artificiales
con biomateriales naturales y células

mesenquimales

En esta Tesis Doctoral se utilizaron células madre mesenquimales del tejido
adiposo. Estas células fueron aisladas a partir de una biopsia de la grasa inguinal
de ratas Wistar, para lo cual se siguieron protocolos previamente descritos (46).
Concretamente, las biopsias de tejido adiposo fueron mecanicamente
fragmentadas en pequefos trozos y digeridas con solucion de colagenasa tipo |
al 0,3% (Gibco BRL Life Technologies) durante 8 h en 37-C. Una vez se digirié
la MEC, se aislaron las células por centrifugacion y luego se cultivaron en un
medio basal DMEM complementado con un 10% de FBS y una solucion de céctel
antibidtico-antimicotico (100 U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y
0,25 yg/ml de anfotericina B, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Las células
se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar (37°C y 5% de CO), el medio

de cultivo se renovo cada 3 dias y las células se expandieron hasta el pase IV.

El perfil expresion de las células madre mesenquimales derivadas del tejido
adiposo de rata se determiné mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia
como se ha informado anteriormente (132, 133). La citometria de flujo se realiz6
utilizando un citémetro de flujo NovoCyte® 1000 (ACEA, Biosciences Inc.,
Estados Unidos) y las células demostraron ser positivas para los marcadores CD
90 (99,43%) y CD 29 (99,67%) y negativas para los marcadores CD 45 (0,07%).
Las imagenes representativas de la inmunofluorescencia y la informacion técnica
de los anticuerpos utilizados se pueden encontrar en la Figura 11 y la Tabla 2,

respectivamente.
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7 HFAN

coL \« / NANO

COLNANO

Figura 9. Representacion esquematica de la fabricacion de sustitutos bio-artificiales a
partir de HFAN con células madre mesequimales del tejido adiposo. Se muestra cémo a
partir de un FAH sin comprimir es posible fabricar un SNBFAN cilindrico multicapa de
dimensiones deseadas.
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Figura 10: Aspecto macroscopico y de microscopia electronica de barrido de los
SNBFAN. Se muestran ejemplos de los SNBFAN utilizados para reparar el defecto nervioso
en este estudio y ejemplos de SNBFAN multifasciculados que pueden generarse con esta

metodologia si es necesario.

En segundo lugar, los HFA que contienen células madre mesenquimales
derivadas del tejido adiposo se elaboraron con una mezcla compuesta por 7,6
ml de plasma humano, 0,15 ml de acido tranexamico (Amchafibrin, Fides
Ecopharma, Espafia) y 1,25 ml de medio basal conteniendo 5 x 104 células/ml.
Posteriormente se afadié 1 ml de CaCl.al 2% y 0,5 ml de agarosa tipo VII, que
se mezclaron cuidadosamente y se decantaron en placas de Petri de 60 mm
para mantenerse en condiciones de cultivo estandar hasta su completa
gelificacion. Tras la gelificacion, se afiadieron 5 ml de medio basal a cada

constructo para su posterior mantenimiento en cultivo durante 24h.

Para generar el SNBFAN, se siguid un protocolo anteriormente descrito que nos
permitid producir sustitutos personalizados con propiedades biomecanicas y
dimensiones especificas que aseguraban la viabilidad y funcionalidad celular
(11). Brevemente, los HFA fueron cuidadosamente desmoldados de las placas
de Petri y luego nanoestructurados. Los hidrogeles se cortaron simétricamente
(3 x 3 x 3 cm) para luego colocarlos entre un par de membranas de filtros de
nylon (0,22 ym) y papeles absorbentes de 3 mm de Whatman debajo de una

superficie de vidrio plano. Inmediatamente después se aplicé una presion
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mecanica uniforme y homogéneamente distribuida (500 g) durante 2,5 min,
obteniendo un HFA nanoestructurado de alta densidad (HFAN) (11, 41). En este

punto, se pudo fabricar SNBFAN con dimensiones especificas (longitud y/o

diametro) o numero de fasciculos (uni-fascicular o multi-fascicular). En este caso,

se generaron SNBFAN uni-fasciculares compuestos por HFAN multicapa de 1

cm de longitud y aproximadamente 1,5 mm o 1 mm de diametro, basados en las

dimensiones del nervio ciatico de rata adulto, y de acuerdo con la longitud de la

lesion de nervio a reparar (Figura 9y 10).

CD29

CD45

PCNA

Ki-67

HE

< 100 yin

100 um

CTR

+ 100,um
—

30 pm
—

50 pm
—

100 pm

50 pum
—

Cell Proliferation Index

71.72 £19.88 %

76.32+12.29 %

Figura 11: Caracterizaciéon y distribucion de las células madre mesenquimales

derivadas del tejido adiposo. (A) Imagenes representativas del patron de inmunotincién de

los marcadores de las células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo de rata. (B)

Se exhibe el patréon histologico del SNBFAN, la distribucion de las células madre

mesenquimales derivadas del tejido adiposo con HE asi como la presencia y porcentajes de

células proliferantes (indice de proliferacion celular) detectados por IHC para los marcadores

PCNA y Ki-67, respectivamente.
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Ademas, para asegurar la viabilidad de las células madres mesenquimales del
tejido adiposo contenidas en el SNBFAN, la proliferacion celular se determind
por IHC para PCNA y el Ki-67 después de 48 h de cultivo como se describid
anteriormente (25, 46). En este sentido, el indice de proliferacion celular de las
células madre mesenquimales del tejido adiposo fue del 71,72% para el PCNA
y del 76,32% para el Ki-67 (Figura 11).

La informacion técnica de los anticuerpos utilizados se resume en la Tabla 2.
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3 ESTUDIOS PRECLINICOS EN EL MODELO DE LESION
DE NERVIO CIATICO DE RATAS:

3.1 Procedimientos quirargicos y grupos de

estudio experimentales

Inicialmente, 20 animales fueron sometidos a anestesia general con una
inyeccion intraperitoneal de una solucion compuesta por acepromazina (Calmo-
Neosan®; 0,001 mg/g de peso corporal), ketamina (Imalgene 1000®; 0,15 mg/g
de peso corporal) y atropina (0,05 ug/g de peso corporal). Posteriormente, se
expuso el nervio ciatico izquierdo y se extrajo cuidadosamente un segmento de

10 mm, dejando todos los nervios ciaticos derechos como control no operado

A continuacion, los animales fueron asignados al azar a los siguientes grupos

experimentales (n = 5 en cada uno):

- Grupo control autoinjerto (Auto), donde el fragmento extraido del nervio se roté
180° y se utilizd para reparar el defecto

- Grupo Nano (Nano), en el que la lesidbn nerviosa fue reparada
microquirargicamente utilizando SNBFAN de 10 mm de longitud y 1,5 mm de

diametro

- Grupo Nano de colageno (Col-Nano), en el que los defectos nerviosos fueron
reparados con conductos de colageno comerciales tipo | (NeuraGen®, Integra®
Life Sciences Corp., Estados Unidos) rellenados con un SNBFAN de 10 mm de
longitud y 1 mm de diametro.

- Control nativo (CTR-Nativo), donde se utilizaron animales sanos para las

comparaciones.

Después de la cirugia los animales fueron transferidos a jaulas individuales y
recibieron tratamiento analgésico postoperatorio con metamizol en el agua de

bebida durante 48 h. Todas las intervenciones fueron realizadas por un unico
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investigador utilizando la misma técnica (suturas epineuriales) y material de

sutura (10/0 material absorbible).

3.2 Evaluacién in vivo de los sustitutos nerviosos
bioartificiales para la reparacién del nervio

periférico

3.2.1. Evaluacion clinica

Para determinar el perfil de recuperaciéon de las funciones sensoriales y motoras
después de la reparacion nerviosa a través de SNB, se sometio a los animales
a una serie de pruebas ampliamente utilizadas a las 4 y 12 semanas después de
la cirugia (39, 111, 134). A este respecto, se realiz6 una evaluacion de las auto-
amputaciones encontradas en la region afectada, asi como de las ulceras
nuerotréficas que aparecieron en la region plantar en las que ademas se midio
su diametro para realizar un pronostico de su evolucién. Ademas, se realizé una
medicion de la longitud plantar, que se utiliz6 como indicador de la retraccion
neurogénica de los musculos inervados por el nervio ciatico. Finalmente se
realizo la prueba de presion o “pinch test”y la prueba de abduccion digital o “toe-

spread test’ para evaluar la recuperacion sensorial y motora respectivamente.

Para la prueba de presion o “pinch test’, se aplicd un estimulo de presion leve a
la piel de la pierna operada desde el dedo del pie hasta la articulacion de la
rodilla, hasta que se observé una reaccion de retraccién tal y como se describid
en investigaciones anteriores (46, 111). Esta reaccién se calificé en una escala
de cuatro puntos como sigue: 0 = sin respuesta de retroceso, 1 = respuesta al
estimulo por encima del tobillo, 2 = respuesta a la estimulacion distal del tobillo
en la regién del talon/plantar y 3 = respuesta a la estimulacion en la region del

metatarso.

La prueba de abduccion digital o “toe-spread” consistié en la evaluacion de la
reaccion de extension y abduccion de los dedos del pie durante la suspension
del animal por la cola. Estos resultados se calificaron en una escala de cuatro
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puntos como sigue: 0 = ningun movimiento de los dedos, 1 = algun signo de
movimiento de los dedos, 2 = abduccion de los dedos, y 3 = abduccion de los

dedos con extension (111, 134).

Para la medida de la longitud del pie, las patas traseras de la rata se sumergieron
en una tinta azul, y se permitié a los animales caminar por el sendero en un
dispositivo de1 m de longitud, 10 cm de ancho y 15 cm de altura cubierto con
papel blanco, dejando sus huellas traseras en el papel. La longitud del pie se
midié como la distancia desde el talén hasta el tercer dedo del pie.

Ademas, este estudio fue complementado con una evaluacién clinica y
electromiografica (EMG) dos veces, a las 4 y 12 semanas después de la cirugia.
Los analisis a las 4 semanas se realizaron para confirmar el impacto clinico y
funcional de la lesion nerviosa, mientras que el objetivo de la evaluacion de 12
semanas era determinar con precision las diferencias entre los grupos durante
una regeneracion activa y una recuperacion funcional parcial, como se
recomienda en la literatura (87). Después de la segunda evaluacién EMG, los
animales fueron alojados durante otros 14 dias y luego se les practicé la
eutanasia. Este periodo se utilizé para favorecer la curacion de los musculos
(hemorragia e inflamacion debido al EMG) para posteriores analisis
morfomeétricos e histologicos. Por lo tanto, todos los analisis histolégicos se

realizaron a las 14 semanas después de la cirugia.

Para realizar este proceso se siguieron protocolos anteriormente descritos (46).
Brevemente, los animales fueron levemente anestesiados (1/10 de las dosis
utilizadas para la anestesia general) con ketamina y acepromazina para estudiar
la funcidn muscular en reposo. Se determind la actividad eléctrica espontanea
de los musculos gastrocnemius (lateral y medial) y tibialis anterior. Estos
musculos fueron analizados usando agujas conceéntricas y un electromiograma
Topas de 4 canales (Schwarzer GmbH R, Munich, Alemania) con filtros de paso
de banda de 5-5.000 Hz. Cada musculo fue sometido a tres mediciones en tres
areas diferentes. Los resultados de denervacion y reinervacion se puntuaron
usando la siguiente escala de cuatro puntos como sigue: 0 = ausente (sin signos

en ninguna de las tres areas musculares); 1 = leve (signos en una de las tres
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areas); 2 = moderado (signos en dos areas), o 3 = severo (signos en las tres
areas). Se calcul6 el porcentaje de animales con grados especificos de
denervacién o reinervacion para cada grupo de estudio. La pierna derecha de
cada animal operado (CTR) y ambas piernas de los animales independientes no
operados (CTR-Nativo) también fueron analizadas como controles.

3.2.2. Estudios postmortem

Después de las evaluaciones clinicas y funcionales, los animales fueron
sacrificados por sobredosis de anestesia. Una vez confirmado el sacrificio de los
animales, y a fin de asegurar una fijacion optima y una diseccion postmortem
adecuada, se fijaron los animales mediante la técnica de perfusion intracardiaca
(119, 135). Brevemente, se limpi6 el sistema circulatorio mediante la inyeccion
de 500 ml de solucién salina en el ventriculo izquierdo. Una vez que el sistema
circulatorio estaba completamente limpio, se perfundieron 500 ml de formalina
neutra al 10% para fijar quimicamente todo el cuerpo del animal. Después de la
fijacion, los nervios ciaticos (operados y sanos) y el musculo distal fueron
cuidadosamente disecados para su posterior analisis.

Evaluacion morfométrica de los musculos

Para evaluar el grado de atrofia de los musculos inervados por el nervio ciatico
izquierdo operado, se midio el peso y el volumen de toda la parte inferior de la
pierna a las 14 semanas después de la operacidon. La parte inferior de las
piernas, que contienen varios musculos exclusivamente inervados por el tronco
del nervio ciatico, fue expuesta y luego desarticulada de la rodilla y el tobillo. Para
la evaluacion del peso, las piernas disecadas fueron retiradas del fijador,
secadas en papel absorbente y pesadas en una maquina de pesaje digital
(Sartorius BP 121S, precision: 0,1 mg, Sigma-Aldrich). Para la evaluacion del
volumen, las piernas disecadas se sumergieron en un tubo de ensayo (50 ml)
que contenia 30 ml de PBS, el aumento del volumen del PBS representa el
volumen de la parte inferior de las piernas de acuerdo al principio de Arquimides.
En este estudio, se calculd el porcentaje de pérdida de peso y volumen entre la

pierna operada y la contralateral de cada animal, incluyendo las piernas de
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animales sanos (CTR-Nativo). El porcentaje de pérdida se calculd siguiendo
investigaciones anteriores :([(musculo lateral de la lesion/lateral) * 100] - 100)

(136). Estos valores se utilizaron para realizar comparaciones estadisticas.
Analisis histologico, estructurales y ultraestructurales

Los animales perfundidos se utilizaron para evaluar en primer lugar el aspecto
macroscopico de los nervios reparados para valorar la continuidad nerviosa, la

uniformidad, las adherencias o las reacciones inflamatorias.

Posteriormente se disecaron los nervios, los implantes y los musculos para su
procesamiento por histologia. Para los analisis histolégicos, se disecaron
cuidadosamente los NP e implantes sanos, se seccionaron transversalmente y
se obtuvo la porcion central para los analisis de microscopia Optica y electronica
transmisién (MET). Para la microscopia 6ptica, las muestras se sumergieron en
fijador durante otras 24 h. En el caso de los musculos, tras la evaluacion
morfométrica, se diseccionaron los musculos tibialis anterior y gastrocnemius de
ambas piernas. Los musculos se sumergieron en fijador durante 24h, se
seccionaron transversalmente y se fijaron durante otras 24h (un total de 48h de
fijacién quimica). Los tejidos fijados se colocaron en casetes histoldgicos, se
incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 5 um de espesor (95).

En este estudio, todas las secciones se tifieron con HE para la evaluacion
histolégica general. Ademas, se utilizé el método histoquimico de la MCOLL para
evaluar la histologia general durante los procesos de remielinizacion y
reorganizacion de las fibras de colageno en los NP y los implantes, como se
describié anteriormente (95, 137-139). La presencia y distribucion de las CS y
de los axones recién formados se evaluaron mediante técnicas IHC indirecta
para la proteina S-100 y GAP-43, respectivamente, tal y como se describid
anteriormente (137, 139).

Los detalles técnicos de los procedimientos IHC y los anticuerpos utilizados se

resumen en la tabla 2.
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Tabla 2: Anticuerpos usados para el analisis por citometria e inmunodeteccion.. FC = citometria

de flujo; IF = inmunofluorescencia; IHC = inmunohistoquimica

Anticuerpo Dilucion Pretratamiento Aplicacion N° Catalogo
1:300 FC ;
FITC/Mouse monoclonal anti-CD90 ByoLegend, San Diego
- (Cal), USA
(Clone OX-7) 1:200 IF cat. no. 202503
1:75 FC ByolLegend, San Diego
PerCP/Cy5.5/Hamster anti-CD-29 - (Cal), USA
1:50 IF cat. no. 102227

ByoLegend, San Diego
PE/Mouse monoclonal anti-CD-45 1:100 - FC/IF (Cal), USA
cat. no. 202207

Citrate buffer, maAldr
Mouse monoclonalanti-PCNA Sigma-Aldrich,
1:100 0 pH 6, 95°C IHC Steinheim, Germany
(Clone PC1 O) for 25 min cat. no. P8825
EDTA buffer Master Diagnostica,
Rabbit monoclonal anti-Ki67 - pH 9, 95°C IHC Granada, Spain
for 25 min cat. no. MAD-000310QD
Citrate buffer, Dako Cytomation,
Rabbit polyclonal anti-S100 1:400 pH 6, 95°C IHC Glostrup, Denmark
for 25 min cat. no. Z0311
EDTA buffer, o Aldr
Rabbit polyclonal anti-GAP-43 (ab- Sigma-Aldrich,
1:50 pH 9, 95°C IHC Steinheim, Germany
41) for 25 min cat. no. Sab4300525

Vector Laboratories, CA,
- - IHC USA
cat. no.MP-7500

Horse anti-mouse/rabbit IgG

(peroxidase)

Con el fin de determinar el grado de atrofia muscular y la reaccion estromal
fibrosa debida a la reparacion del NP, las secciones transversales de los
musculos tibialis anterior y gastrocnemius se tiieron con los métodos PS y
tricromico de Masson (TMS) (95, 139). Ademas, se utilizaron secciones

histologicas de musculos sanos como control nativo.

Para el analisis de la MET se obtuvieron pequefias muestras de tejido
inmediatamente después de la perfusion intracardiaca y se fijaron
posteriormente con glutaraldehido tamponado neutro al 2,5%, seguido de
tetradxido de osmio al 2%. Las muestras fijas se deshidrataron, incrustadas en
resina epoxidica. Las secciones ultrafinas se tifieron con acetato de uracilo y

citrato de plomo, se ftransfirieron a rejillas de malla y se analizaron en
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microscopios electronicos de transmision JEOL JEM 1200 EX Il o en un Carl
Zeiss SMT LIBRA 120 PLUS.

Analisis estadisticos

Todos los datos cuantitativos obtenidos de las evaluaciones clinicas y la
morfometria muscular se analizaron con la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk. Todas las variables no normalmente distribuidas (abduccion digital, prueba
de presion, pérdida de volumen, pérdida de peso, y los resultados de EMG) se
compararon con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. En el caso de las
ulceras y las amputaciones, variables que se expresaron en porcentaje, se utilizd
la prueba exacta de Fisher para las comparaciones estadisticas. En todos los
casos, los valores p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos en
las pruebas de dos colas. Todos los datos y comparaciones estadisticas se
calcularon con el software SPSS Statistics 24.
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1 GENERACION Y CARACTERIZACION DE LOS NUEVOS
MODELOS DE CANCER DE PIEL NO MELANOMA

1.1 Caracterizacién histolégica y estructural

La aplicacion de las técnicas y protocolos de IT que se describen en el apartado
metodologico permitié generar nuevos modelos de cancer de piel no melanoma

humano basados en biomateriales de fibrina-agarosa.

El analisis histologico del modelo de piel artificial no patoldgico utilizado como
control reveld la presencia de un epitelio sobre el sustituto dérmico de fibrina y
agarosa (Figura 12), con la presencia de una capa unicelular de queratinocitos
en el primer tiempo de desarrollo en cultivo sumergido. Cuando el epitelio se
expuso al contacto directo con el aire, se pudieron identificar 2-3 capas de células
epiteliales a tiempo 2 (Figura 12) que tendrian a adoptar una morfologia
escamosa. Finalmente, a tiempo final, tras 12 dias de cultivo aire-liquido, estas
células se diferenciaron en un epitelio maduro en el que en la capa mas
superficial presentaba signos evidentes de descamacion y una epidermis
estratificada con 8-10 capas. Esta maduracioén epitelial fue claramente favorecida
por la presencia de fibroblastos dérmicos en el estroma. En este caso, se pudo
observar que, incluso en el estado de inmersion, los queratinocitos presentan
una morfologia plana o pavimentosa reflejo de una mayor diferenciacion celular.
Asimismo, el analisis de la dermis humana artificial generada mediante
bioingenieria mostré un desarrollo adecuado de los fibroblastos en el HFA con
una progresion en la proliferacion de los mismos conforme al tiempo
experimental. Es destacable observar como la disposicién de los mismos a lo
largo del HFA no es homogénea, y se establecen dos zonas diferenciadas. Una
mas préxima a la barrera epitelial, con una mayor densidad celular, y otra situada
subyacente a la misma donde la densidad celular disminuye, lo que puede ser
reflejo de la creacion de una capa papilar mas laxa y una capa reticular mas
densa y profunda que se encuentra en la configuracién de la dermis humana

(Figura 12, B), aunque sin las tipicas crestas y papilas del tejido nativo.
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En el modelo patolégico de CEC, encontramos diversas peculiaridades a lo largo
del tiempo estudiado. En primer lugar, se encontré que en las fases tempranas
de enfermedad se apreciaban las caracteristicas tumorales prominentes como
la agregacion de células tumorales y una rapida invasion del estroma acelular
que es controlada, en el caso del estroma celular, por la presencia de los
fibroblastos. Posteriormente, se generaron modelos de enfermedad en etapa
tardia en los que observamos un epitelio totalmente ocupado por CEC en el que
predomina la desorganizacion espacial y donde se ponen de manifiesto algunas
estructuras tipicas tumorales como los granulos de secrecion (Figura 13).
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Figura 12: Andlisis histolégico de los modelos no patolégicos y de carcinoma
generados en este trabajo. A- Estudio de la epidermis de los modelos generados por
ingenieria tisular. Se muestran modelos no patologicos control y patologicos con estromas
acelulares y celulares en la parte superior e inferior, respectivamente. Barra de escala: 50 pm.
B- Estudio de la dermis celular del modelo control y patoldgico. Barra de escala: 25 pm. En

ambos casos las muestras han sido tefiidas por HE.

84



Durante la progresion de la piel no patologica y de la enfermedad ex vivo, los
queratinocitos y los fibroblastos se comportan de manera diferente. En el modelo
de piel normal, se produce la sintesis de los componentes tipicos de la MEC
como carbohidratos, proteoglicanos o colageno, que se ponen de manifiesto
mediante las tinciones PAS, AB o PS, respectivamente. En el grupo control de
piel no patoldgica, se encontré gran expresion de estos componentes tras 14
dias en cultivo, especialmente en la zona de la dermis mas cercana al epitelio,
zona de alta deposicion de componentes colagenos y proteoglicanos (Figura 13).
El estudio IHC reveld una sutil expresion de colageno tipo IV en la barrera dermo-
epidérmica en el modelo no patoldgico y, especialmente, en el modelo generado
con una dermis celular (Figura15). Contrariamente, las células del CEC no se
diferencian hacia fenotipos normales y tienden a migran rapidamente a la dermis
cuando no encuentran impedimento celular en ella en el grupo de dermis
acelular. Sin embargo, llama la atencidn la reaccién positiva de estos

componentes en algunos granulos de secrecion del epitelio neoplasico.

GRUPO CONTROL CARCINOMA ESCAMOSO CELULAR
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Figura 13: Analisis histologico de la matriz extracelular de los modelos no patolégicos
y de carcinoma generados en este trabajo. Se muestran modelos con estromas acelulares

y celulares en la parte superior e inferior, respectivamente. En ambos casos, las muestras han
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sido tefiidas utilizando las siguientes tinciones histoquimicas: acido peryddico de Schiff (PAS),
azul alcian (AB) y rojo picrosirius (PS) para demostrar la presencia y la organizacion espacial
de carbohidratos, proteoglicanos y fibras de colageno respectivamente. Barra de escala: 50

pm.

La IHC es una herramienta clave en el diagndstico diferencial entre distintos tipos
de cancer de apariencia similar (140, 141). En este sentido, en este trabajo se
realizé un estudio por IHC de marcadores tipicos epiteliales y tumorales que
reveld una expresion progresiva de los biomarcadores tipicos del CEC en el
grupo patologico (Figura 14 y 15).

En primer lugar, el analisis de los marcadores epiteliales de expresion de CKs
mostro elevada analogia entre ambos modelos (el control y el carcinoma), salvo
en el caso de la CK10, que presentd tendencias opuestas (Figura 14). La
expresion de CK5, marcador de los estratos basales de la piel, resultd ser intensa
en todas los modelos, lo que pone de manifiesto la incapacidad de generar
sustitutos totalmente diferenciados bajo las presentes condiciones de cultivo y
temporalidad de estudio. No obstante, la CK10 se expres6 de modo diferencial,
y en el caso del modelo de piel no patolégico, se encontré unicamente a nivel
apical en los estratos mas superficiales, poniendo de relevancia la diferenciacion
celular terminal de estos queratinocitos. Dicha diferenciacion no se produjo en el
caso del modelo patologico de CEC, pues no se encontrd reaccion positiva a
este marcador en ninguno de los tiempos estudiados.
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Figura 14: Andlisis inmunohistoquimicos de la epidermis de los modelos no patolégicos
y de carcinoma generados en este trabajo. Se muestran modelos con estromas acelulares
y celulares en la parte superior e inferior, respectivamente. En ambos casos, las muestras han
sido sometidas a técnicas de inmunodeteccién para citoqueratina 10 (CK10), citoqueratina 5
(CK5) y citoqueratinas AE1/3 (CKAE1/3). Barra de escala: 50 pm.

Por ultimo, el estudio de los marcadores de proliferacion celular Ki67 y PCNA
demostré una alta capacidad proliferativa en el modelo de piel artificial no
patolégica y de carcinoma epidermoide de piel (Figura 15). Ademas,
curiosamente, la capa epidérmica del modelo patolégico presentaba un contacto
celular tipico, el cual es tipico de la agregacion tumoral, que se puso de relieve
por la alta expresion de proteinas de unién intercelular como la claudina (Figura
15).
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Figura 15: Analisis inmunohistoquimicos en modelos no patolégicos y de carcinoma
generados en este trabajo Se muestran modelos con estromas acelulares y celulares en la
parte superior e inferior, respectivamente. En todos los casos las muestras han sido sometidas
a técnicas de inmunodeteccion para proteinas asociadas con la proliferacién celular (Ki67 y
PCNA), componentes propios de la membrana basal (colageno IV - CollV) y proteinas de unién
intercelular (claudina - CLAU). Barra de escala: 50 pm.
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2 EVALUACION PRECLINICA DE LESIONES NERVIOSAS
REPARADAS PORIT:

2.1 Evaluacion in vivo de los sustitutos de nervio

para la reparacién de nervios periféricos

2.1.1. Implantacion y aspecto macroscépico

posquirurgico

En este estudio, uno de los objetivos era determinar si, desde el punto de vista
estructural y quirargico, el SNBFAN (Nano) y el SNBFAN utilizado como relleno
intraluminal de los conductos de colageno (Col-Nano) eran alternativas
adecuadas para reparar lesiones del nervio ciatico de 10 mm en las ratas. La
metodologia utilizada permiti6 generar SNBFAN con un tamafo (longitud y
diametro), forma y consistencia comparables a los nervios a reparar. Desde el
punto de vista quirurgico, los SNBFAN fueron faciles de manipular durante el
proceso de implantacion y permitieron reparar los defectos nerviosos en un
tiempo y con una técnica comparables a la empleada con los autoinjertos de
nervios (Figura 16). En cuanto al grupo Col-Nano, los SNBFAN se incorporaron
facilmente como rellenos intraluminales de los conductos de colageno durante la
cirugia, y los defectos se repararon utilizando la técnica convencional de

tubulizacion sin ningun inconveniente técnico.

A las 14 semanas tras la reparacion neural, el grupo Auto mostré una completa
reparacion de los defectos sin ningun signo de dafo estructural, aunque se
observé un tejido conectivo laxo que cubria el area reparada (Figura 16). En el
caso del grupo Nano, el analisis macroscopico reveld que el SNBFAN permitid
reparar con éxito los defectos del nerviosos sin signos de adherencias o
adenopatias locales (Figura 16). Del mismo modo, el analisis postquirurgico
confirmo que los conductos de colageno con el SNBFAN permitieron reparar el
defecto y los conductos de colageno permanecieron en la superficie sin ninguna
adherencia, compresion o deformacion del conducto (Figura 16).
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Col-Nano

Figura 16: Implantaciéon y aspecto postoperatorio de los nervios ciaticos reparados.
Estas imagenes muestran el aspecto macroscopico de los nervios reparados y los
resultados postoperatorios de los autoinjertos (Auto), SNBFAN (Nano) y los conductos de
colageno llenos de un SNBFAN (Col-Nano). En todos los casos, la lesion nerviosa fue
reparada con éxito después de 14 semanas. En el grupo Col-Nano, los conductos de
colageno se suturaron primero en uno de los extremos de los nervios, rellenados con un
SNBFAN (flecha) de 1 mm de diametro y luego el extremo del nervio opuesto fue insertado
y suturado en los conductos. Tenga en cuenta que todas las imagenes a las 14 semanas
se tomaron después de la perfusion.

2.1.2. Resultados clinicos

En este estudio, los parametros clinicos y funcionales se evaluaron alas 4 y 12
semanas tras de la reparacion de los defectos nerviosos, los resultados se
muestran en la Tabla 3. Los porcentajes de auto-amputacion a las 4 semanas
fueron mayores en el grupo Auto (80%) en comparacién con los grupos Nano y
Col-Nano (20% cada uno). Sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales, excepto para la
comparacion entre el grupo Auto vs. el grupo CTR nativo (p < 0,05, Tabla 3).
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Curiosamente, el porcentaje de auto-amputaciones aumento en los grupos Nano
y Col-Nano (alcanzando el 60% y el 40%, respectivamente), y las diferencias
so6lo fueron significativas para las comparaciones entre el grupo CTR-Nativo y el
grupo Auto y Nano (p < 0,05, Tabla 3).

La evaluacion de las ulceras neurotroficas plantares a las de 4 semanas revelo
que solo los animales de los grupos Auto desarrollaron estas lesiones (60% de
los animales). Estos valores fueron significativamente mas altos (p < 0,05) que
los de los grupos Nano y Col-Nano, en los que no se produjeron estas lesiones.
Ademas, el 66,6% de estas ulceras (grupo Auto) superar los 2 mm de diametro
(Tabla 3). El analisis a las 12 semanas mostroé una disminucion de la presencia
de ulceras en el grupo Auto (de 60 a 20%) y un aumento en el grupo Nano (de 0
a 40%), no observandose variacion en el grupo Col-Nano (0%). Sin embargo, las
diferencias entre los grupos no fueron estadisticamente significativas (Tabla 3).
Curiosamente, el 100% de las ulceras del grupo Auto y el 50% del grupo Nano
fueron superiores a 2 mm, siendo las diferencias entre los grupos Auto vs. Nano

y Col-Nano estadisticamente significativas (p < 0,05, Tabla 3).

La evaluacion de la retraccion neurogeénica de los musculos inervados por el
nervio ciatico se evaluo a través de la medicion de la longitud del pie a las 12
semanas. Este analisis revel6 valores mas bajos de la longitud del pie, lo que
confirma la retraccién neurégena, en el grupo Auto (34,01-mm), seguido del
grupo Nano (37,39-mm) y luego del grupo Col-Nano (40-mm). Las diferencias
so6lo fueron significativas para las comparaciones entre el grupo CTR-Nativo vs.
el grupo Auto y para el grupo Auto vs. el grupo Col-Nano (p < 0,05, Tabla 3).

La prueba de presion de recuperacion sensorial o “pinch test” a las 4 semanas
mostro valores superiores, mejor recuperacion sensorial, en el grupo Nano (2/3),
que en los grupos Auto (1.6/3) y Col-Nano (0.8/3). Aunque se observaron signos
de recuperacion sensorial, especialmente en el grupo Nano, estos valores fueron
significativamente mas bajos (p < 0,05) que la reaccion sensorial observada en
animales sanos (grupo CTR-Nativo) (3/3). Ademas, cuando comparamos estos
valores entre los grupos experimentales, las diferencias entre el grupo Auto vs.

Nano no fueron significativas (p > 0.05), pero las diferencias fueron

91



estadisticamente significativas cuando comparamos los valores de los grupos
Nano vs. Col-Nano (p < 0.05, Tabla 3). La prueba de presion de recuperacion
sensorial después de 12 semanas mostro una ligera disminucion de estos
valores en los grupos Auto (de 1,6/3 a 1/3) y Nano (de 2/3 a 1,6/3) y un ligero
aumento en el grupo Col-Nano (de 0,8/3 a 1,4). Las diferencias entre estos
grupos no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05, Tabla 3), y todos los
animales operados mostraron valores significativamente mas bajos que el grupo
nativo de CTR (p < 0,05, Tabla 3).

Finalmente, la evaluacion de la funcion motora de los musculos digitales con la
prueba de abduccion digital o “toe-spread” revel6 que ninguno de los animales
operados generaba una respuesta motora comparable con la respuesta motora
de los animales sanos, ni a las 4 ni a las 12 semanas, siendo las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05, Tabla 3). Curiosamente, después de 4
semanas soélo se observaron leves signos de funcion motora en el grupo Nano
(0,4/3), pero estos valores no fueron significativamente mas altos (p > 0,05) que
los valores observados en los grupos Auto y Col-Nano (Tabla 3). Cuando se
evalué la funcidon motora después de 12 semanas estos valores se
incrementaron en el grupo Nano (de 0,4/3 a 1/3) y un ligero incremento en el
grupo Auto (de 0/3 a 0,2/3), pero no se observaron signos de recuperacion de la
funciéon motora en el grupo Col-Nano (0/3), que fue significativamente inferior al
grupo Nano (p < 0,05, Tabla 3).
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Tabla 3: Resultados cuantitativos de recuperacion clinica y funcional.

. % Ulceras . Prueba de
Grupos % % Ulceras L Longitud Prueba de .
i . neurotréficas . abduccion
n=5 AutoAmputaciones  neurotréficas plantar (mm) presion .
(>2mm) digital
Analisis postquirargicos a las 4 semanas
CTR-nativo 0 0 0 - 3,000 3,000
Auto 802 603b.de 66,6724 - 1,60 + 0,55%¢ 0,00 +0,00*
Nano 20 o° o° - 2,00 + 0,712¢¢ 0,40 +0,55%
Col-Nano 20 0 0 - 0,80 +0,842¢ 0,00 +0,00*
Analisis postquirargicos a las 12 semanas
CTR-nativo 0 0 0 39,17 £ 2,04 3,000 3,000
Auto 802 20 1002bde 34,01 £ 2,472¢ 1,00 +0,712 0,20 0,452
Nano 602° 40° 500 37,39 £ 2,57 1,6 +0,552 1,00 +0,712¢
Col-Nano 40° 0 0 40,04 + 1,67¢ 1,40 +0,55% 0,00 +0,002¢

La tabla muestra todos los resultados cuantitativos realizados a las 4 y 12 semanas después de la reparacion del NP. Los resultados de las auto-
amputaciones y las Ulceras neurotréficas se expresan en porcentaje, mientras que los resultados de las pruebas de longitud del pie, pellizco y extension
del dedo del pie se muestran como valores medios * desviacion estandar. En este estudio los valores p<0,05 se consideraron estadisticamente
significativos en dos pruebas de cola. Las diferencias significativas se indican de la siguiente manera: a= Diferencias significativas con el grupo de CTR
b= Diferencias significativas entre el grupo Auto vs. Nano, c= Diferencias significativas entre el grupo Nano vs. Col-Nano, d= Diferencias significativas

entre el grupo Auto vs Col-Nano, e= Diferencias significativas entre 4 semanas y 12 semanas para cada condicion.

2.1.3. Resultados electromiograficos

En primer lugar, el analisis de la pierna derecha de cada animal operado (CTR)
y de las dos piernas de los animales independientes no sometidos a cirugia
(grupo CTR-Nativo) reveld un patron de reclutamiento normal con potenciales de
unidad motriz normales y sin actividad espontanea en reposo. Por el contrario,
el analisis EMG de los grupos experimentales mostré una amplia variacion de
los signos de denervacion y reinervacion (Tabla 4).

En un periodo de seguimiento de 4 semanas, la mayoria de los grupos
experimentales mostraron claros signos de denervacién (Tabla 4). El porcentaje
de denervacién muscular (gastrocnemius vy tibialis anterior) fue mas grave en el
grupo Col-Nano (el 100% de los musculos tibialis anterior y gastrocnemius
medial estaban gravemente denervados), seguido del grupo Nano y el grupo
Auto, respectivamente (Tabla 4). Las diferencias fueron estadisticamente
significativas para la comparacion del grupo Col-Nano vs. el grupo Auto para
todos los musculos analizados (p < 0,05) y para el musculo gastrocnemius para
la comparacion de los grupos Nano vs. Auto (p < 0,05). Curiosamente, se
observaron algunos signos de reinervacion en los musculos gastrocnemius y

tibialis anterior en el grupo Auto en esta etapa (Tabla 4). El analisis de los
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animales a las 12 semanas del procedimiento quirurgico revelé cambios
significativos en el porcentaje de denervacion y, especialmente, en el perfil de
reinervacion de todos los grupos experimentales (Tabla 4). En el grupo Auto, se
observd una disminucion significativa del porcentaje de denervacion muscular
en todos los musculos, y ninguno de los animales mostro signos de denervacion
en los musculos gastrocnemius medial y tibialis anterior en este momento. Estos
valores se acompafaron de un ligero, pero no estadisticamente significativo (p
> 0,05, Tabla 4) aumento del perfil de reinervacion en este grupo Auto. El perfil
EMG del grupo Nano reveld una ligera disminucion no significativa del perfil de
denervacion, sin que ninguno de los musculos estuviera severamente denervado
después de 12 semanas. En este grupo de animales, encontramos una mejora
significativa (p < 0,05) del perfil de reinervacion de todos los musculos a las 12
semanas de seguimiento, y el perfil de reinervacion del musculo lateral del
gastrocnemius era comparable al del grupo Auto en este momento (Tabla 4).
Aunque las diferencias no fueron significativas (p > 0,05), los perfiles de
reinervacion del gastrocnemius medial y del tibialis anterior fueron ligeramente
superiores en el grupo Nano en comparacion con el grupo Auto (Tabla 4). Por
ultimo, el analisis de los animales de Col-Nano a las 12 semanas demostro una
ligera mejora no significativa (p > 0,05) del perfil de denervacién encontrado
después de 4 semanas. Sin embargo, ninguno de los musculos mostro signos
de reinervacion y no difirio de los resultados encontrados en la etapa anterior
(Tabla 4).
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Tabla 4: Perfil electromiografico de los musculos inervados por los nervios ciaticos reparados.

Grupos . % Denervacién % Reinnervacién
n=5 Masculos 0 1 2 3 0 1 2 3
Electromiografia después de 4 semanas de reparacion del NP
Gastrocnemius lateral 40 40 20 0 0 67 33 0
Auto Gastrocnemius medial® 0 80 20 0 0 100 0 0
Tibialis anterior® 0 20 80 0 0 100 0 0
Gastrocnemius lateralP 0 20 40 40 100 0 0 0
Nano Gastrocnemius medial®f 20 0 40 40 100 0 0 0
Tibialis anterior® 0 20 0 80 100 0 0 0
Gastrocnemius lateraP 0 0 20 80 100 0 0 0
Col-Nano Gastrocnemius medialP-*¢ 0 0 0 100 100 0 0 0
Tibialis anterior®<4 0 0 0 100 100 0 0 0
Electromiografia después de 12 semanas de reparacion del NP
Gastrocnemius lateral 100 0 0 0 60 40 0
Auto Gastrocnemius medial® 0 100 0 20 40 40 0
Tibialis anterior® 100 0 0 0 20 60 20 0
Gastrocnemius lateralP>f 0 60 40 0 60 40 0
Nano Gastrocnemius medial’f 20 40 40 0 80 20 0
Tibialis anterior® 0 20 80 0 80 20 0
Gastrocnemius lateral?-*4 0 0 60 40 60 40 0 0
Col-Nano Gastrocnemius medialP-*¢ 0 20 20 60 80 20 0 0
Tibialis anterior®c 0 20 60 20 60 40 0 0

Los resultados se muestran como el porcentaje de animales de cada grupo experimental con signos especificos de
denervacion o reinervacion en los musculos gastrocnemius (lateral y medial) y tibialis anterior a las 4 y 12 semanas después
de la cirugia. Cada musculo fue sometido a tres mediciones en tres areas diferentes, y los resultados se puntuaron de la
siguiente manera: 0 = ausente (sin signos en ninguna de las tres areas musculares); 1 = leve (signos en una de las tres areas);
2 =moderado (signos en dos areas), 0 3 = severo (signos en las tres areas). En este estudio se consideraron estadisticamente
significativos los valores p<0,05 en dos pruebas de cola. Las diferencias significativas se indican a continuacion: a= Diferencias
significativas en los resultados de denervacion con el grupo Auto, b= Diferencias significativas en la denervacién entre el grupo
Nano vs. el grupo Col-Nano, c= Diferencias significativas en la denervacién entre 4 semanas vs. 12 semanas para cada grupo,
d= Diferencias significativas en los resultados de la reinervaciéon con el grupo Auto, e= Diferencias significativas en la
reinervacion entre el grupo Nano vs. el grupo Col-Nano, f= Diferencias significativas en la reinervacion entre 4 semanas vs.

12 semanas para cada grupo
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2.1.4. Regeneraciéon del Nervio Periférico:

Histologia y Ultrastructura

El analisis histologico realizado a las 14 semanas de los nervios reparados
confirmo un proceso de regeneracion activa en todos los grupos experimentales
lo que se pone de manifiesto al tefiir la seccion central de los injertos con HE. En
el caso de las lesiones nerviosas reparadas con la técnica de autoinjerto (grupo
Auto), el proceso de regeneracion se observd principalmente a nivel
intrafascicular, aunque también se observa tejido nervioso regenerado en el
tejido conectivo epineural del injerto. En este grupo, el proceso se caracterizd
por la presencia de fasciculos nerviosos de FNP relativamente pequeias recién
formados. Ademas, no se encontrd ningun signo de reaccion inflamatoria en
ningun animal (Figuras 17 A,B). Curiosamente, a menudo se observo un nimero
variable de fasciculos de regeneracion entre los rabdomiocitos, lo que confirma
cierto grado de dispersion del proceso de regeneracion del NP (Figura 17 B,
recuadro). El analisis de HE de los SNBFAN implantados (grupo Nano) confirmé
que estos nuevos sustitutos apoyaban un proceso de regeneracion de NP activo
y abundante (Figuras 17 A,B). La regeneracion tuvo lugar a través del tejido
conectivo que cubria los sustitutos implantados con un patrén histologico similar
al observado en el grupo Auto, lo que significa la presencia de nuevos fasciculos
nerviosos y FNP recién formados. Ademas, como en el grupo Auto, también se
observo algun grado de regeneracion de NP asociado a los tejidos musculares
circundantes (Figura 17 B, recuadro). En cuanto a los sustitutos implantados, en
su mayoria se biodegradaron después de 14 semanas. El proceso de
biodegradacion se restringio a la superficie del biomaterial y se compuso de una
reaccion inflamatoria bien delimitada compuesta por macréfagos mononucleares
bien organizados y algunos glébulos blancos perivasculares (Figuras 17 A,C).
En el caso de los defectos de los NP reparados por conductos de colageno
rellenos de SNBFAN (grupo Col-Nano), la histologia revelé un tejido nervioso
regenerado menos abundante que en los grupos Auto y Nano. En este grupo, la
regeneracion se restringio al area de la MEC entre la pared del conducto de
colageno y el proceso de biodegradacién interna del SNBFAN. El tejido

regenerado estaba compuesto por fasciculos recién formados y con escasa
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organizacion estructural. En cuanto a los biomateriales, los conductos de
colageno estaban bien conservados, con un proceso de biodegradacion
asociado por células multinucleares gigantes y alguna infiltracion mononuclear.
El SNBFAN intraluminal mostré el mismo proceso de biodegradacion que el
observado en los grupos Nano, aunque la estructura estaba mas preservada
(Figuras 17 A,C). Finalmente, el analisis MET confirmé6 que el SNBFAN en los
grupos Nano y Col-Nano fue activamente degradado por los macréfagos
mononucleares (Figura 17 D).

A Auto

Figura 17: Resultados microscopicos de la regeneracion del NP y la biodegradacion de

los biomateriales. Las figuras muestran la tincién de HE a bajo (A) y medio (B,C) aumento
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de la seccion transversal de la porcion central de los nervios reparados por autoinjertos (Auto),
SNBFAN (Nano) y conductos de colageno llenos de SNBFAN (Col-Nano). Ademas, se incluyo
una seccion histolégica transversal representativa de un nervio sano (CTR). En (A) se ofrece
una visién general del proceso de regeneracién, donde la regeneracién del nervio se indica
como (nr) en todos los grupos. En los grupos Nano y Col-Nano la biodegradacion activa de la
HFA se indica con (biod.) mientras que el conducto de colageno en Col-Nano con (cc). Las
imagenes en (B) muestran con un aumento moderado el patréon histolégico de la regeneracion
del NP en cada grupo y también el control nativo. En los grupos Auto y Nano se encontraron
algunos fasciculos nerviosos regeneradores dispersos asociados al musculo esquelético
circundante (insertos). Las figuras en (C) muestran imagenes representativas de la
biodegradacion de la FAH [en los grupos Nano (izquierda) y Col-Nano (derecha)] y del
conducto de colageno (grupo Col-Nano) por los macrofagos huéspedes (flechas negras). En
asociacion con los macréfagos, también se observé una cantidad variable de células
mononucleares (flechas rojas). En la imagen de la derecha correspondiente al grupo Col-Nano
se indican las tres zonas bien diferenciadas, la biodegradacion de HFA (biod.), la zona de
regeneracion del NP (nr) y la biodegradacién del conducto de colageno (cc). Las imagenes
MET en (D) confirmaron la presencia de macrofagos activos en los grupos Nano (izquierda) y
Col-Nano (centro y derecha), donde los grandes fagosomas se indican con asteriscos rojos.
Barra de escala = 500 um en (A), 100 ym y 50 pm (recuadros) en (B), 50 pm (izquierda) y 100
pum (derecha) en (C) y 1 ym en (D).

El contenido de mielina y colageno se pone de manifestd con el método
histoquimico de MCOLL el cual demostré cierto grado de mielinizacion y
reorganizacion de la MEC de colageno durante el proceso de regeneracion del
NP (Figura 18 A). El analisis del grupo Auto revelé una alta cantidad de FNP
mielinicas inmersas en una MEC de colageno laxa (Figura 18 A). De manera
similar, en el grupo Nano se observaron abundantes FNP mielinicas en el tejido
en regeneracion, pero el colageno de la MEC resultd ser mas abundante,
especialmente alrededor de los fasciculos nerviosos recién formados (Figura 18
A). En el caso del grupo Col-Nano, no se observo una reaccion histoquimica
evidente para la mielina, aunque se detect6 una cantidad importante de colageno
que acompafiaba al proceso de regeneracion del NP (Figura 18 A). Finalmente,
el analisis MET confirmé la presencia de FNP con una vaina de mielina bien
formada, asi como FNP no mielinicas en los grupos Auto y Nano. Curiosamente,
el analisis MET confirmé la presencia de FNP amielinicos y mielinicos en el grupo
Col-Nano, pero la vaina de mielina era considerablemente mas delgada y menos

organizada que la vaina de mielina observada en los otros grupos
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experimentales (Figura 18 B). A pesar del alto grado de mielinizacién observada
en los grupos Auto y Nano, los resultados de la microscopia optica y electronica
no fueron comparables al grosor y la regularidad de las FNP observadas en el

control (Figuras 18 A,B).

A Tincién histoquimica de MCOLL
Col-Nano

Figura 18: Andlisis histoquimico y ultraestructural de la regeneracion de los NPs y la
mielinizacion. Las figuras en (A) muestran el patron de regeneraciéon del NP, el grado de
mielinizacion (reaccion histoquimica azul) y la reorganizacion del colageno (rojo) con tincion
histoquimica MCOLL a un aumento moderado y mayor en cada condicion experimental (Auto,
Nano y Col-Nano) y control nativo (CTR). Las imagenes TEM en (B) confirman la presencia
de FNP mielinicas en todos los grupos experimentales y CTR. Barra de escala = 100 pym

(imagenes superiores) y 50 uym (imagenes inferiores) en (A) y 2 ym en (B).

Para confirmar el proceso de regeneracion del NP, las CS y los axones recién
formados se identificaron por IHC mediante el uso de anticuerpos contra las
proteinas S-100 y GAP-43, respectivamente (Figura 19). El analisis IHC del
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grupo Auto reveld una inmunorreaccion abundante y consistente para S-100 y
GAP-43 a nivel intrafascicular e interfascicular, confirmando la presencia de un
proceso activo de regeneracién de NP como se habia observado anteriormente
en los analisis histolégicos, histoquimicos y ultraestructurales (Figura 19). En el
grupo Nano, se encontré una abundante inmunorreaccion para el S-100 y el
GAP-43 asociada al tejido en regeneracion con un patrén similar al observado
en el grupo Auto (Figura 19). El estudio IHC del grupo Col-Nano confirmé la
presencia de un proceso activo de regeneracion de NP, pero no fue comparable
con el patron y la cantidad observada en los grupos Nano y Auto (Figura 19).

CTR Auto Nano Col-Nano

Figura 19: Evaluacion IHCde las células de Schwann y de los axones en regeneracion.
La tincion IHC(reaccion marrén) de S-100 se utilizé para revelar la presencia y distribucion de
CS, mientras que la Gap-43 se utilizé6 como marcador de los axones en regeneracion recién

formados. Ambas inmunotinciones se realizaron en cada grupo experimental (Auto, Nano y
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ClI-Nano) y en el control nativo (CTR). Barra de escala = 100 ym en aumentos menores y 50

Um en aumentos mayores.

2.1.5. Resultados de la morfometria e histologia

muscular

La atrofia muscular es una consecuencia bien conocida que tiene lugar después
de un dafo en el NP, y este proceso es un indicador aceptable e informativo del
grado de reinervacién muscular tras la reparacion y regeneracion del NP (111,
134). El analisis cuantitativo de los musculos de la parte inferior de la pierna
inervados por los nervios ciaticos reparados después de 14 semanas reveld una
importante pérdida de peso y volumen en comparacion con las piernas de control
derechas en cada grupo (Figura 20). En general, el peso de las piernas sanas
oscilé entre 7,8 y 7,1 g (media 7,5 £ 0,2 g) y el volumen de 8 a 6,6 ml (media 7,1
+ 0,5 ml), mientras que las piernas operadas oscilaron entre 3,3 y 4,7 g (media
3,8+069g)y 27 a 4,6 ml (media 3,5 £ 0,8 ml) (Figura 20). Al comparar el
porcentaje de pérdida de peso y volumen se encontro una ligera diferencia en el
grupo de CTR-Nativo (0,94% y 3,1%, respectivamente). En cuanto a los
animales operados, la menor pérdida porcentual se encontrd en el grupo Auto,
en el que los animales perdieron el 32,67% del peso y el 29,6% del volumen
(Figura 20). Cuando los animales fueron reparados con sustitutos bio-artificiales
del nervio, los porcentajes de pérdida de peso y volumen fueron
significativamente mas altos en los grupos Nano (54,4% del peso y 54,5% del
volumen) y especialmente en el grupo Col-Nano (56,8% del peso y 60,4% del
volumen) en comparacion con los animales del grupo CTR-Nativo y Auto (Figura
20). Aunque el porcentaje de pérdida fue mayor en los animales del grupo Col-
Nano que, en el grupo Nano, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p = 0,251 para el peso y p = 0,281 para el volumen).
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A. Peso muscular B. Volumen muscular

O 94% 32,67% 54,44% 56,89% 3 13% 29,60% 54,50% 60,48%
[ [ | A [

109 101

8+ 8

6+ 6

o T E
4+ T - 4
24 2
s CR

Lesién 0= T T 0-

| CTR Nativo Auto Nano I l Col-Nano I CTR Nativo Auto | Nano | | Col-Nano

C. Valores cuantitativos

CTR Nativo Auto Nano Col-Nano

Andlisis del peso muscular (g)

CTR 7,87+0,73 7,11 £ 1,15 7,76 + 1,38 7,73 £ 0,44
Lesionado 7,95+0,78 4,73 £ 0,48 3,51+0,52 3,33+0,18
32,67 + 6,67 54,44 + 424 56,89 + 2,45

% Pérdida -0,94 +1,94 abd ab ad

Analisis del volumen muscular (ml)

CTR 8,00+ 0,71 6,60+ 1,14 7,00 + 1,22 6,80 £ 0,45
Lesionado 7,75 + 0,83 4,60 + 0,55 3,20 + 0,84 2,70 + 0,45
29,60 + 6,53 54,50 + 8,02 60,48 + 4,64

% Pérdida 3,13+5,41 abd ab ad

Figura 20: Resultados cuantitativos de la pérdida de peso y volumen de los muisculos.
Los graficos (A,B) muestran los resultados cuantitativos del peso y volumen del musculo de la
lesién (gris) y control de la pierna derecha (negro) de los animales operados de cada condicion
experimental (Auto, Nano y Col-Nano) y control nativo (CTR). La tabla en (C) muestra el peso
y la media del volumen % valores de desviacion estandar en gramos (g) y mililitros (ml),
respectivamente. Ademas, la atrofia muscular se indica por el % de pérdida entre el CTR y la
pierna lesionada de cada animal. En este estudio, las diferencias significativas se indican de
la siguiente manera: a Diferencias significativas con el grupo de CTR, b Diferencias
significativas entre el grupo Auto vs. Nano, ¢ Diferencias significativas entre el grupo Nano vs.
Col-Nano, d Diferencias significativas entre el grupo Auto vs. Col-Nano. Los valores p < 0,05

se consideraron estadisticamente significativos en las pruebas de dos colas.

Los analisis histoquimicos de las secciones transversales de los musculos tibialis
anterior y gastrocnemius confirmaron los hallazgos del EMG y, especialmente,
el diferente grado de atrofia observado por la evaluacion morfométrica entre los
grupos experimentales (Figura 21). En el grupo Auto, la histologia revel6 leves
signos de atrofia en los dos musculos analizados. El patron histologico se
caracterizé por la presencia de rabdomiocitos bien delimitados y distribuidos

aleatoriamente con ciertos signos de atrofia, como la internalizacion nuclear y la
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reduccion del tamafo de las células. Ademas, no observamos signos de fibrosis
o infiltracion en el tejido adiposo con los métodos PS y TMS (Figura 21). En
general, los musculos de este grupo mostraron un patron histolégico similar al
de los musculos sanos utilizados como controles (Figura 21). En el grupo Nano,
el grado de atrofia en ambos musculos fue mas evidente que en el grupo Auto.
En este caso, se observd una atrofia agrupada, que se caracterizé por la
presencia de grupos de rabdomiocitos pequefios y angulosos. En cuanto a la
MEC, la histoquimica revel6 un ligero aumento del contenido de colageno, asi
como la presencia de algunos adipocitos (Figura 21). El grado de atrofia
observado en el grupo Col-Nano fue considerablemente mayor que en los grupos
Auto y Nano. En este grupo, ambos musculos eran en su mayoria atréficos,
compuestos por pequefios fasciculos musculares que contenian rabdomiocitos
moderadamente a severamente atrofiados. Ademas, se observdé un aumento
considerable de las fibras de colageno y algunos adipocitos ocasionales (Figura
21). Los andlisis histologicos de los musculos confirmaron los resultados
morfométricos y del EMG.
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Tibialis anterior

Gastrocnemius

Figura 21: Perfil histolégico de los musculos inervados por los NPs reparados. Las
figuras muestran el patron histolégico de los musculos tibialis anterior y gastrocnemius tefiidos
con rojo picrosirius (PS) (imagenes superiores para cada uno) y tricromico Masson (TMS)
(imagenes inferiores para cada uno) métodos de cada condicion experimental (Auto, Nano y
Col-Nano) y control nativo (CTR). Obsérvese que el patrén histolégico de los grupos Auto era
comparable al del control nativo, mientras que en los grupos Nano y especialmente en el Col-
Nano se pueden observar diferentes grados de atrofia e incluso de fibrosis. Barra de escala =

100 ym en cada uno.
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VIII DISCUSION
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El desarrollo de la IT permite elaborar sustitutos que se asemejen en estructura
y composicidn a las caracteristicas funcionales de tejidos u érganos especificos
para desarrollar terapias que mejoren la calidad de los pacientes en la practica
clinica. Sin embargo, la IT no solo permite elaborar herramientas terapéuticas
ante problemas clinicos, sino que, ademas, abre la posibilidad de generar
modelos tridimensionales de distintos tejidos y érganos humanos capaces de
reproducir la estructura de los tejidos humanos nativos para poder ser utilizados
como modelos de enfermedad, permitiendo seguir su evolucion en cultivo y
desarrollar nuevos tratamientos. De esta forma en la presente Tesis Doctoral se
han abordado las dos principales aproximaciones de la IT. En un primer lugar, y
como uno de los objetivos generales, durante el desarrollo de este proyecto se
ha generado un modelo patolégico de CNM que nos permitira estudiar el
transcurso de la enfermedad y descubrir nuevas dianas farmacolégicas que
mejoren su tratamiento. En segundo lugar, y paralelamente a este primer
objetivo, se han elaborado alternativas para la reconstruccion de los dafios
nerviosos, dando ademas una solucion clinica por IT a los problemas asociados

a las reparaciones de NPs.

En lo que respecta al modelo de piel patoldgica, se consiguié generar un modelo
de CEC, comprendido dentro de los CNM, basado en el modelo de piel humana
artificial de fibrina-agarosa que fue previamente descrito por el grupo de
investigacion que ha demostrado utilidad clinica potencial. En este sentido, el
modelo de piel artificial generado a partir de HFA ha demostrado previamente
ser un modelo altamente biomimético (7, 10, 65), reflejo de lo cual ha sido el
primer modelo aprobado por la AEMPS para su uso compasivo en pacientes con
dano corneal y en grandes quemados con resultados clinicos muy positivos (80).
La generacion de modelos patologicos a partir de HFA resultd ser una
herramienta util para recrear modelos patolégicos de piel humana con los
componentes fundamentales que afectan a la neoplasia de la piel y a la

diseminacion tumoral.

En la presente Tesis Doctoral se muestra el desarrollo de un nuevo equivalente
de CEC de piel humana consistente en un modelo organotipico que contiene,

ademas del biomaterial, fibroblastos humanos primarios y células neoplasicas,
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que recrea con precision el microambiente de la piel humana patoldgica. Este
modelo se compard con el modelo de piel normal anteriormente descrito que,
como era de esperar, demuestra la produccién de elementos propios de la MEC
de la piel normal, como es el colageno y los proteoglicanos, asi como el perfil de
expresion distintivo de las proteinas de la membrana basal de colageno de tipo
IV y marcadores de diferenciacion epidérmica (CK5, CK10 y CKAE1/3, vy
desmoplaquina). La incorporacion de las células neoplasicas en su nicho
ambiental original en la union dermo-epidérmica, favorecio el comportamiento
fisiopatoldgico de estas células, las cuales conservan su potencial proliferativo e
invasivo en el modelo, formando grupos de células invasoras desde tiempos
tempranos de estudio, especialmente en aquellos modelos que presentan un
estroma acelular. En este caso, las células tumorales no encuentran resistencia
celular para la diseminacion e invasion por la dermis artificial, poniendo en
evidencia la importancia de los fibroblastos en el ambiente tumoral. Ademas, la
no presencia de fibroblastos en la matriz de HFA podria asociarse a una matriz
mucho mas pobre en componentes propios de la MEC en todos los casos, lo que

también contribuiria a una rapida invasion por parte de las células tumorales.

La profundidad de la invasién es un factor de prondstico en este tipo de
neoplasias, pues su evolucién requiere la degradacidn progresiva de la
membrana basal. En este proceso, se ha demostrado que también hay cambios
en la MEC, incluyendo modificaciones de la expresion de sus componentes que
conducen a un aumento de la tasa de proliferacidon celular y una inhibicion de la
apoptosis, entre otros efectos (142, 143). En estos casos, existe una mayor
interaccion con las células del estroma, como fibroblastos asociados al cancer.
En los modelos patoldgico ex vivo, se encontré que los fibroblastos generaron
una MEC mas compleja en la dermis, la cual podria dificultar la rapida
diseminacion tumoral. Sin embargo, algunos estudios sugieren que estas células
podrian verse afectadas por las células tumorales y cambiar fenotipicamente
para iniciar la secrecion de proteasas tales como las metaloproteinasas (142-
144). La remodelacién de la MEC es, pues, fundamental para la invasion y
migracion de las células neoplasicas, y los fibroblastos asociados al cancer
suelen jugar un papel clave en el proceso, por ejemplo, a través de la sintesis de

metaloproteinasas y lamininas, como se demostré previamente (76-78). Todo
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ello podria favorecer la degradacion del colageno tipo IV de la membrana basal,
cuya ruptura es un punto de inflexion en la progresién del cancer y la invasion.
Con ello, se desarrollaria un microambiente protumoral, con sintesis de
metaloproteinasas que abririan un camino a través del colageno tipo |, de la
dermis, permitiendo al cancer ganar territorio (142). Las caracteristicas
histopatologicas comparativas observadas en los CEC primarios derivados de
las diferentes etapas de la enfermedad del American Joint Committee on Cancer
confirman que el modelo tridimensional equivalente a la piel es fisiolégicamente
representativo de la enfermedad clinica lo que nos permitira en el futuro generar
nuevos protocolos terapéuticos mas efectivos para combatir la progresion
tumoral. Dada la naturaleza progresiva del CEC, el rastreo de marcadores no
s6lo proporcionara pistas importantes para comprender la iniciacion y la
exacerbacion del cancer, sino que también aportara una nueva perspectiva a la

prevencion y el tratamiento del mismo.

Por otro lado, en el transcurso de esta Tesis Doctoral, se ha evaluado el mismo
biomaterial de fibrina-agarosa para la reparacion de lesiones de NP in vivo a
partir de SNB.

Para la generacion de los SNB, se utilizaron dos elementos principales, el HFA
y las células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo, que han
demostrado en previos estudios (46) ser una potencial alternativa al uso del
autoinjerto, el cual sigue siendo actualmente método “Gold standard” para la
reparacion de lesiones criticas de NP (111, 113). En este estudio el HFA se utilizé
para generar SNBFAN que se utilizaron para reparar la lesion por si mismos a la
par que como relleno intraluminal de los conductos de colageno comerciales. El
proceso de regeneracion de los NP y la recuperacion funcional se evaluaron

mediante analisis clinicos, funcionales e histologicos.

Como hemos comentado a lo largo de la presente Tesis Doctoral, los sustitutos
bioartificiales de NP deben tener propiedades estructurales, fisicas y bioldgicas
adecuadas para reparar con eéxito los defectos nerviosos que apoyan, e
idealmente aumentan, el proceso de regeneracion y la recuperacion funcional

(39, 54, 134). Desde el punto de vista quirurgico, es importante que los sustitutos
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de los nerviosos puedan responder a necesidades anatomicas especificas (por
ejemplo, la longitud, el didmetro y el nimero de fasciculos), que sean faciles de
manipular y de suturar para garantizar una reparacion adecuada del NP sin
tension, y que estén disponibles para su uso en el menor periodo de tiempo
posible. A este respecto, los autoinjertos de nervio, proporcionan efectivamente
propiedades bioldgicas y fisicas adecuadas para una regeneracion tisular y
recuperacion funcional en cerca del 50% de los casos. Sin embargo, el uso de
nervios donantes sensitivos para reparar los motores rara vez responde a las
necesidades anatémicas (109) y no siempre estan disponibles, lo cual obliga a
los investigadores a encontrar alternativas mas eficientes (39, 40). En este
sentido, la mayoria de las estrategias de IT que se centran en la generacion de
SNB, actualmente no pueden fabricarse en un plazo de tiempo oportuno o, como
es el caso de los dispositivos comerciales aprobados por la FDA, estan
disponibles con una gama preestablecida de dimensiones y es posible que

dificilmente cumplan las exigencias anatémicas.

En este estudio, mostramos la idoneidad de dos estrategias de IT basadas en
biomateriales naturales para la reparaciéon de NP, que se generaron siguiendo
un procedimiento controlado y altamente reproducible previamente descrito (11).
Por un lado, con nuestro SNBFAN, fue posible recrear con éxito la forma, el
diametro y la longitud del NP a reparar, demostrando asi que el SNBFAN puede
responder a necesidades anatomicas especificas. Por otra parte, los SNBFAN
demostraron ser adecuados para su uso como relleno intraluminal de los
conductos comerciales de reparacion nerviosa. En lo que respecta al disefio del
SNBFAN, se generaron enrollando laminas finas de HFAN para generar una
estructura multicapa consistentes que incorporaba células madre
mesenquimales derivadas del tejido adiposo en su interior, con la ventaja de que
estas células demostraron ser viables, funcionales y con capacidad de
proliferacion (positivas para Ki- 67 y PCNA). Ademas, este procedimiento
sencillo, rapido y econdmico tiene la ventaja de que puede programarse unas
horas antes de la cirugia, lo que permite cumplir con los requisitos de tiempo
deseables para una reparacion oportuna de los defectos nerviosos (124, 127).
Asimismo, en nuestro in vivo hemos demostrado que los SNBFAN han resultado

ser quirurgicamente faciles de manejar durante la implantacion quirurgica, con
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una estabilidad mecanica y un grado de flexibilidad adecuados, lo que permitio
llevar a cabo una reparacion libre de tension, al igual que los autoinjertos

nerviosos.

Curiosamente, a pesar de estas ventajas, las pruebas de traccion demostraron
que el SNBFAN no era totalmente equiparable a la respuesta biomecanica de
los nervios ciaticos nativos de las rata de laboratorio (por ejemplo, 0,30 £ 0,04
MPa de Modulo de Young frente a los valores medios de 8,5 + 2,48 MPa,
respectivamente) (25). Sin embargo, en la presente Tesis Doctoral demostramos
que, independientemente de las diferencias biomecanicas, nuestros SNBFAN
fueron lo suficientemente consistentes y resistentes como para ser utilizados con
éxito en la reparacion de los defectos neurales asegurando la continuidad del
nervio después de 14 semanas en la totalidad de los casos.

En cuanto al uso de los conductos nerviosos comerciales rellenos de SNBFAN
en la reparacién de NP, esta metodologia permitio reparar eficientemente todos
los defectos nerviosos sin complicaciones macroscoépicas detectables tras 14
semanas. Técnicamente, esta estrategia fue considerablemente mas rapida y
facil que el uso de SNBFAN solo o de autoinjertos de nervios porque la
reparacion se hizo siguiendo la técnica de tubulizacion convencional. En cuanto
a la idoneidad de esta estrategia combinada en la reparacion de NP, es bien
aceptado que el uso de componentes intraluminales, especialmente los que
contienen células, es capaz de enriquecer el microambiente regenerativo con la
consiguiente mejora de la regeneracion tisular y la recuperacion funcional (25,
54, 124, 126, 127, 145, 146). En este estudio, la incorporacion de SNBFAN en
los conductos de nerviosos comerciales evitd la deformacion y la compresion
fisica de estos dispositivos comerciales durante el periodo analizado. De forma
similar algunos autores han demostrado también la generacion de sustitutos
nerviosos celulares basados en hidrogeles de colageno cubiertos por los
dispositivos NeuraWrapTM (Integra, Estados Unidos) que se han utilizado con
éxito para reparar una lesion nerviosa de 15 mm en ratas de laboratorio (147).
El uso de los sustitutos generados en este estudio, en los que el SNBFAN es
utilizado como relleno intraluminal de los conductos comerciales, esta

especialmente respaldado por estudios anteriores en los que se demuestra que
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han conseguido repara una lesion nerviosa de 10mm en ratas, acompafado de
una regeneracion tisular y recuperacion funcional tras 12 semanas (11, 46). Por
ultimo, todos estos estudios previos apoyan la posible utilidad quirdrgica del uso
del SNBFAN solos o como relleno intraluminal de los sustitutos de nervio en la
reparacion de NP.

Para determinar el grado de recuperacion funcional de la reparacién de NP, es
necesario llevar a cabo evaluaciones clinicas y funcionales (39, 134, 146). El
presente estudio demostré que la lesion creada comprometia gravemente los
parametros clinicos y funcionales de todos los animales después de 4 semanas,
seguido de una recuperacion parcial a las 12 semanas. Clinicamente, todos los
animales operados desarrollaron autoamputaciones a lo largo del tiempo, reflejo
de un déficit funcional en la inervacion de la zona afectada. Sin embargo,
encontramos un numero consistentemente mayor de amputaciones en el grupo
de autoinjertos, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
En cuanto a la presencia de ulceras neurotroficas, que se asocian a un deterioro
de las funciones sensitivas y motoras (148), estuvieron sorprendentemente
ausentes en los animales tratados con los conductos de comerciales rellenos de
SNBFAN a lo largo del tiempo. Sin embargo, estas lesiones fueron mas
frecuentes en los animales que fueron tratados con autoinjertos (20%) y
SNBFAN (40%), sin diferencias significativas después de 12 semanas, siendo
estos hallazgos acordes con estudios anteriores (148-150).

Ademas de estos parametros, las lesiones del nervio ciatico inducidas
experimentalmente se asocian a la disfuncion muscular y a la retraccion
muscular neurogeénica, lo que puede reflejarse en las alteraciones de la longitud
del pie del animal (46) . En este estudio se observd un mayor grado de retraccion
muscular neurogénica en animales tratados con autoinjerto, mientras que las
estrategias de IT (SNBFAN y conductos rellenos) se asociaron a mejores
resultados. El desarrollo de estas lesiones a nivel del pie puede explicarse por
una recuperacion parcial de las funciones sensitivas y motoras evaluadas
mediante las pruebas de presion y de abduccion digital. Nuestros resultados
fueron especialmente favorables con el uso de SNBFAN en comparacién con el

autoinjerto, siendo menos favorables cuando los nervios se repararon con los
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conductos de colageno rellenos de SNBFAN. Sin embargo, estos resultados no
fueron comparables a la funcion normal observada en animales sanos. Estos
resultados estan en linea con estudios anteriores, como el que demuestra el uso
de SNBFAN basados en conductos de fibrina para la reparacion de lesiones
nerviosas de defectos de 10 mm en ratas y en las que se consigue una
recuperacion funcional comparable a la de los autoinjertos tras 12 semanas de
recuperacion (151). Ademas, un estudio reciente demostré6 una recuperacion
funcional satisfactoria mediante el uso de conductos de quitosano rellenos de
hidrogeles celulares de colageno autoalineado en la reparacion de un defecto de
tamano critico de 15 mm en ratas (152).

Para determinar con precision el grado de denervacion y reinervacion muscular,
se realizaron estudios EMG de los musculos gastrocnemius y tibialis anterior, tal
como se habia recomendado anteriormente (39, 134, 153). Como era de
esperar, estos analisis confirmaron un alto grado de denervacion muscular a las
4 semanas en todos los animales. Curiosamente, después de 12 semanas, se
demostrdé una disminucion de la denervacion muscular y un aumento de la
reinervacion muscular en los animales tratados con SNBFAN y autoinjertos. Sin
embargo, encontramos aun cierto grado de denervacion en el grupo SNBFAN,
especialmente cuando se utilizaron conductos rellenos. Curiosamente, el perfil
EMG de los animales tratados con SNBFAN resulté ser mas favorable que los
resultados obtenidos en estudios anteriores que utilizaban conductos nervioso
comerciales rellenos de HFA celulares y acelulares sin nanoestructurar en el
mismo modelo de animal y periodo de analisis (46). Ademas, los resultados de
EMG obtenidos en este estudio estan en concordancia con los resultados del
porcentaje de pérdidas de masa y volumen. De hecho, se obtuvieron mayores
porcentajes de pérdida peso y volumen con el uso de conductos rellenos,
seguidos por el uso de SNBFAN, siendo estos resultados significativamente
mayores que los obtenidos con la técnica de autoinjerto. Estos hallazgos fueron
confirmados posteriormente por los analisis histoquimicos de los musculos que
revelaron una atrofia leve, moderada y grave de los rabdomiocitos en los grupos
de autoinjerto, SNBFAN y conductos rellenos, respectivamente. Por ultimo,
nuestros resultados sugieren que el uso del SNBFAN en la reparacion de los NP

promueve un perfil de recuperacion clinica y funcional aceptable, y en algun
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aspecto equivalente, al del uso de la técnica de autoinjerto en la reparacion de
lesiones nerviosa de 10 mm en ratas, estando estos resultados respaldados por
modelos de ingenieria comparables descritos en la literatura (147, 151, 154,
155).

Los analisis histologicos son instrumentos utiles en la investigacion de la
regeneracion de NP, ya que constituyen un complemento esencial de las
técnicas de investigacion clinica, funcional y electrofisiolégica (95, 134). En este
estudio, la microscopia optica y la microscopia electrénica fueron cruciales para
demostrar un proceso activo de regeneracion del NP en la porciéon media de
todos los sustitutos. No obstante, se observaron diferencias en la cantidad y el
patron de distribucidon del tejido regenerado, asi como en la respuesta del tejido
huésped a los injertos implantados. La histologia del grupo del autoinjerto
confirmo la presencia de elementos fasciculares con FNP con un grado de
mielinizacion moderada (resultados de MCOLL y MET) a lo largo y entre las
capas estromales, especialmente, a nivel intrafascicular. En el grupo SNBFAN
el proceso de regeneracion neural resulté ser comparable, aunque este se limitd
al tejido conectivo que recubre los sustitutos implantados, no observandose
signos de regeneracion neural en el interior de lo sustitutos. Sorprendentemente,
la regeneracion de tejido en los conductos rellenos fue considerablemente
menos abundante y con un menor grado de mielinizacién que en los grupos de
autoinjerto y SNBFAN. De hecho, la regeneracion del tejido nervioso se limito al
tejido conjuntivo que se cred entre la pared del conducto y la superficie del
SNBFAN intraluminal. En resumen, la histologia demostr6 que el SNBFAN,
usado solo o como relleno intraluminal, no fue capaz de promover la
regeneracion del tejido nervioso a través de las capas del biomaterial. No
obstante, el uso directo del SNBFAN en la reparacion del NP resulto ejercer
como una plataforma fisica eficiente para mantener conectados ambos extremos
nerviosos, promoviendo y guiando la regeneraciéon del tejido nervioso a través
de su tejido conectivo circundante, reafirmando asi los resultados clinicos,
funcionales y EMG. Por lo tanto, nuestros hallazgos histolégicos estan de
acuerdo con la regeneracion activa del tejido nervioso obtenida mediante el uso
de estrategias comparables (147, 154, 156, 157).

113



En relacion con los resultados menos favorables obtenidos con los conductos
comerciales rellenos de biomaterial, nuestros resultados histologicos sugieren
que este hallazgo podria estar relacionado con factores fisicos (54, 95). Es
ampliamente conocido el papel de los sustitutos de nervio para proporcionar un
microambiente protector, cerrado y controlado, que guie y promueva la
regeneracion del tejido nervioso entre los extremos nerviosos no criticas (39, 46,
54, 157). En este sentido, creemos que el uso combinado de un conducto externo
relleno de un SNBFAN altamente denso puede reducir el area necesaria para
una Optima regeneracion tisular, y esto explicaria el menor grado de
recuperacion funcional y perfil electrofisiologico observada con esta estrategia.
De hecho, se demostrd experimentalmente que el uso de rellenos intraluminales
de baja densidad mejora el proceso de regeneracion y la recuperacion funcional
(39, 40, 54, 158, 159). Por otra parte, los rellenos intraluminales de mayor
densidad, que se degradan lentamente pueden reducir la superficie disponible
para la regeneracion tisular, retrasando o incluso inhibiendo dicha regeneracion
(39, 54, 160, 161).

En relacidn con la respuesta del huésped frente a nuestros biomateriales, los
analisis histolégicos confirmaron que el SNBFAN, utilizados solos o como relleno
intraluminal, son biodegradados progresivamente mediante una respuesta
inflamatoria local del huésped compuesta principalmente por macrofagos. Estos
hallazgos concuerdan con estudios anteriores en los que los sustitutos basados
en HFA fueron reabsorbidos por un proceso de biodegradacion comparable en
el trascurso de pocas semanas (10, 46, 57, 65). Ademas, la histologia también
confirmé que los conductos de nerviosos comerciales protegian de la
biodegradacién al material de SNBFAN utilizado intraluminalmente. Esto podria
reducir la superficie intraluminal necesaria para una regeneracion optima de los

tejidos y reafirmaria la hipotesis expuesta anteriormente.

Por ultimo, el uso de sistemas celulares en la reparacion de NP demostro ser
una alternativa eficaz para aumentar la regeneracion y la recuperacion funcional
(46, 151, 152). En este estudio, se utilizaron células madre mesenquimales
derivadas del tejido adiposo autdlogas indiferenciadas para funcionalizar los
SNBFAN. El uso de esta fuente celular esta sustentado por el impacto positivo
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que han mostrado en la regeneracion de NP(40, 46, 125, 162). En este estudio,
se obtuvieron perfiles aceptables de regeneracion y recuperacion funcional de
los NP con el uso directo de SNBFAN en la reparacidn nerviosa. Sin embargo,
por razones técnicas, no fue posible identificar las células implantadas dentro del
SNBFAN, por lo que no podemos atribuir directamente a las células el efecto
positivo encontrado sobre la regeneracion del NP obtenido con nuestro
SNBFAN. Por lo tanto, el destino y el papel potencial de estas células después
de la implantacion in vivo siguen siendo desconocidos y deberian determinarse
en futuros estudios. Trabajos anteriores sugirieren que las células madre
mesenquimales derivadas del tejido adiposo podrian contribuir al proceso de
regeneracion a través de su diferenciacion a un fenotipo similar a las CS,
liberando factores neurotroficos esenciales y colaborando con la sintesis de una
MEC esencial (46, 151, 162-165)

En definitiva, en la presente Tesis Doctoral se han utilizado las dos
aproximaciones de IT para, en primer lugar, recrear modelos ex vivo de
enfermedades, y para, en segundo lugar, generar sustitos artificiales como
herramientas terapéuticas. Mas concretamente, se han generado modelos
biomiméticos que reproducen las condiciones patoldgicas de un tipo frecuente
de cancer de piel, lo que permitira estudiar los mecanismos involucrados en la
neoplasia y diseminacion y generar protocolos terapéuticos mas efectivos.
Ademas, y paralelamente, en esta Tesis Doctoral se propone la utilizacién de
sustitutos bioartificiales basados en HFA con células madre mesenquimales
derivadas del tejido adiposo para la reparacion del NP que podrian ser una
alternativa prometedora al uso de autoinjertos, el actual tratamiento de
referencia, y resolver un problema clinico como son las reparaciones de lesiones
de NP. En suma, todos estos desarrollos contribuyen a una mejor caracterizacion
del biomaterial de fibrina-agarosa actualmente aprobado por la Agencia
Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios para su uso como

medicamento en diferentes aplicaciones.
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1 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la investigacion realizada en la presente
Tesis Doctoral, se pueden obtener las siguientes conclusiones:

1. Laaplicacién de los protocolos de Ingenieria Tisular desarrollados en la presente
Tesis Doctoral permitid generar satisfactoriamente dos modelos de carcinoma
escamoso celular de la piel humana basados en hidrogeles de fibrina-agarosa:
un modelo de cancer de piel no melanoma con estroma acelular y un modelo de
cancer de piel no melanoma humano con un estroma celular. Ambos modelos
mostraron ser altamente biomiméticos respecto a los controles de piel humana

nativa.

2. El analisis histolégico llevado a cabo en los modelos de cancer de piel no
melanoma desarrollados, pone de manifiesto la idoneidad de los mismos para
reproducir ex vivo la estructura y la fisiopatologia de la piel humana nativa. En
concreto, se consiguioé generar un nuevo modelo para el estudio del desarrollo y
la progresion del cancer de piel no melanoma que mostro caracteristicas propias
de la diseminacion tumoral, invasion de las células tumorales en el estroma y
desorganizacién espacial, siendo todo ello compatible con un carcinoma
epidermoide ortotipico. El estudio de los marcadores de diferenciacion y
maduracion de la piel humana demostré que el modelo es capaz de reproducir
los principales componentes de la matriz extracelular de la piel normal,
especialmente en el modelo de cancer de piel no melanoma con estroma celular,
asi como los principales biomarcadores del epitelio neoplasico, con
queratinocitos poco diferenciados y con alta capacidad de proliferacion. En
consecuencia, los modelos de cancer de piel no melanoma generados en la
presente Tesis Doctoral podrian ser utiles para el estudio de la fisiopatologia de
este tipo de cancer, asi como para la evaluacion ex vivo de agentes

antitumorales y de nuevos protocolos terapéuticos.

3. La combinacion de hidrogeles nanoestructurados de fibrina-agarosa y células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo permitié elaborar sustitutos
bio-artificiales del nervio periférico cuyas caracteristicas eran éptimas para la

reparacion tisular. El analisis de estos sustitutos demostré su naturaleza
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altamente biomimética respecto al nervio periférico nativo, con una estructura
cilindrica y multicapa capaz de adoptar diferentes configuraciones
tridimensionales que permitiran la generacion de sustitutos personalizados para
cada individuo, asi como una poblacion celular de alta viabilidad vy

metabodlicamente activa

La evaluacion del nervio artificial en modelos animales sometidos a una lesion
nerviosa critica demostré la utilidad del nervio artificial para la reparacién
microquirurgica de los defectos del nervio ciatico. Los resultados muestran, en
primer lugar, la biocompatibilidad del nervio artificial, no observandose ningun
efecto secundario al implante en ninguno de los animales y, en segundo lugar,
la efectividad del sustituto para inducir la recuperacion funcional de la lesion
previamente inducida en los animales. A este respecto, el estudio del perfil de
recuperacion funcional demostré que el sustituto de nervio bioartifical basado en
fibrina-agarosa nanoestructurado presentd mejores resultados clinicos en
valores de denervacion y reinervacion a las 4 y 12 semanas, y en los valores de
pérdida muscular, que el uso del biomaterial como relleno intraluminal de
conductos de colageno. Lo que refleja que el este sustituto promueve un pefrfil
de recuperacion clinica y funcional aceptable, y en algun aspecto equivalente, al
del uso de la técnica de autoinjerto en la reparacién de lesiones nerviosas.
Cuando se estudio el proceso de regeneracion nerviosa a nivel histologico, se
comprobd que el injerto de nervio artificial es capaz de inducir la expresion de
los marcadores de regeneracion nerviosa S-100 y GAP-43 a niveles similares al
autoinjerto, pero con una mayor abundancia de fibras de colageno. La utilizacion
de células mesenquimales en el modelo de nervio artificial demostré capacidad
para inducir la regeneracion y la recuperacion funcional en los animales del

estudio.

En consecuencia, los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis
Doctoral avalan la utilizaciéon del hidrogel de fibrina-agarosa para la generacion
tanto de modelos patologicos de enfermedad, como para la generacion de
alternativas terapéuticas para la reparacion de lesiones tisulares, cumpliendo asi
las dos aplicaciones fundamentales de los productos generados por estrategias

de ingenieria tisular.
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2 CONCLUSIONS

Based on the results obtained in the research carried out in this Doctoral Thesis,
the following conclusions can be obtained:

1. The application of the tissue engineering protocols developed in this Doctoral
Thesis allowed the successful generation of two human skin squamous cell
carcinoma models based on fibrin-agarose hydrogels: a non-melanoma skin
cancer model with acellular stroma, and a non-melanoma skin cancer model with
cellular stroma. Both models were shown to be highly biomimetic with respect to

native human skin controls.

2. The histological analysis performed on the non-melanoma skin cancer models
showed their suitability to reproduce the structure and pathophysiology of native
human skin ex vivo. In particular, it was satisfactorily generated a new model for
the study of the development and progression of non-melanoma skin cancer that
showed the typical tumor characteristics such as tumour dissemination, stromal
invasion and spatial disorganisation, which are all compatible with orthotypic
epidermoid carcinoma. The study of human skin differentiation and maturation
markers showed that the model is able to reproduce the main components of the
extracellular matrix of normal skin, especially in the non-melanoma skin cancer
model with stromal cells, as well as the main biomarkers of the neoplastic
epithelium, with poorly differentiated and highly proliferative keratinocytes.
Consequently, the non-melanoma skin cancer models generated in this Doctoral
Thesis could be useful for the study of the physiopathology of this type of cancer,
as well as for the ex vivo evaluation of anti-tumour agents and new therapeutic

protocols.

3. The combination of nanostructured fibrin-agarose hydrogels and adipose-derived
mesenchymal stem cells allowed the development of bioartificial peripheral nerve
substitutes with optimal characteristics for nerve tissue repair. Analysis of these
substitutes demonstrated their highly biomimetic nature with respect to the native
peripheral nerve, with a cylindrical and multilayered structure capable of mimic

different three-dimensional configurations that will allow the generation of
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personalised substitutes for each individual, as well as a highly viable and

metabolically active cell population.

The in vivo evaluation of the artificial nerve substitutes in an animal model
subjected to a critical nerve injury demonstrated the usefulness of the artificial
nerve substitute for microsurgical repair of sciatic nerve defects. The results
showed, firstly, the biocompatibility of the substitute, with no side effects to the
implant observed in any of the animals; and, secondly, the effectiveness of the
substitute in inducing functional recovery of the previously induced nerve lesions.
In this regard, the study of the functional recovery profile showed that the
nanostructured fibrin-agarose based bioartificial nerve substitute got better
clinical results in denervation and reinnervation values at 4 and 12 weeks, and in
muscle loss values, than the use of the biomaterial as an intraluminal collagen
conduit filler. These results highlight that this substitute promotes an acceptable
clinical and functional recovery profile, and in some respects equivalent to the
use of the autograft technique in nerve repair. When nerve regeneration process
was studied at the histological level, it was found that the artificial nerve graft was
able to induce the expression of the nerve regeneration markers S-100 and GAP-
43 at similar levels to the autograft, but with a slightly higher abundance of
collagen fibers. The use of mesenchymal cells in the artificial nerve model
demonstrated the ability to induce nerve regeneration and functional recovery in

the studied animals.

Consequently, the experimental results obtained in this Doctoral Thesis support
the use of fibrin-agarose hydrogel for the generation of both, pathological models
of disease, and therapeutic alternatives for the repair of tissue lesions, thus
fulfilling the two fundamental applications of the products generated by tissue

engineering strategies.
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