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RESUMEN

Los trastornos de la mucosa oral humana como el cancer oral, los traumatismos
y las enfermedades periodontales, son afecciones muy prevalentes en la
actualidad. El tratamiento de estas patologias depende en gran medida de la
disponibilidad de mucosa oral humana sana que permita una terapia de
sustitucion, algo que dificulta su tratamiento debido a la escasez de donantes.
En este sentido, la Ingenieria Tisular surge como una gran alternativa para el
tratamiento de estas patologias, ya que es una rama de la medicina que tiene
como objetivo basico la elaboracion de tejidos artificiales que permitan la
reparacion restauracion o incluso la mejora de las funciones de tejidos y érganos

danados.

En la presente Tesis Doctoral en primer lugar se ha llevado a cabo la
optimizaciéon de las propiedades biomecanicas del biomaterial de fibrina y
agarosa, previamente desarrollado por el grupo de Ingenieria Tisular de la
Universidad de Granada, con el objetivo de generar modelos mejorados de
mucosa oral humana mediante protocolos de Ingenieria Tisular. En concreto, se
han estudiado cinco tipos de agarosas diferentes y cada una de ellas a cuatro

concentraciones, sobre las que se evaluaron las propiedades biomecanicas.

Los modelos mejorados de mucosa oral humana permitirian el tratamiento clinico
de afecciones que afectan a la mucosa oral humana. Sin embargo, la
biointegracién es un problema importante en la generacion de estos tejidos
artificiales, el cual podria verse favorecido por la generacion de sustitutos con un
mayor potencial de vascularizacion. En este sentido, en la presente Tesis
Doctoral se ha llevado a cabo una segunda optimizacion para la mejora de los
procesos de biointegracion a partir de la incorporacion de células madre
mesenquimales humanas (MSC) con capacidad de vascularizacion en el
estroma de los sustitutos de mucosa oral humana, para asi generar modelos

mejorados de mucosa oral humana prevascularizados.

En concreto, se han empleado MSC obtenidas a partir de tejido adiposo (ADSC),
médula 6sea (BMSC) y pulpa dental (DPSC). Los tres tipos de MSC fueron
diferenciados a linaje endotelial utilizando medios inductores. Una vez inducida

la diferenciacion vascular se evalud el potencial de vascularizacién de las MSC
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antes y después de la induccién. Como control positivo se emplearon células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC). La induccion in vitro de las
MSC a estirpe endotelial fue capaz de aumentar la expresion de los marcadores
endoteliales VEGF, CD31 y vWF, especialmente en las MSC de médula 6sea y
pulpa dental.

El siguiente paso fue generar sustitutos de mucosa oral humana empleando el
biomaterial de fibrina y agarosa, previamente optimizado, combinando
fibroblastos de mucosa oral humana (HFOM) y cada tipo de MSC antes y
después de la induccion vascular. Una vez generados los modelos mejorados
de mucosa oral humana se implantaron en ratones atimicos durante una semana
y se evalué el potencial de vascularizacion de cada sustituto in vivo. La
implantacion in vivo dio lugar a un aumento significativo de la formacion de vasos
sanguineos en la zona intermedia entre el sustituto artificial y los tejidos del
huésped, con una expresion significativa de los marcadores vasculares VEGF,
CD31, vWF y CD34 en comparacion con los controles. Al igual que en el estudio
in vitro, el valor fue mas alto en las MSC diferenciadas de BMSC y DPSC.

De este modo, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral suponen
una importante mejora a nivel biomecanico y de vascularizacion de los modelos
previamente desarrollados. Dichas mejoras, representan un avance para el
potencial uso clinico de mucosa oral humana generada mediante protocolos de
Ingenieria Tisular. La caracterizacion preclinica y el analisis de los controles de
calidad desarrollados en la presente Tesis Doctoral constituyen un paso

fundamental para su futura translacion clinica.
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SUMMARY

Disorders of the human oral mucosa, such as oral cancer, trauma and periodontal
diseases, are very prevalent conditions today. The treatment of these pathologies
depends to a great extent on the availability of healthy human oral mucosa that
allows replacement therapy, something that makes their treatment difficult due to
the scarcity of donors. In this sense, Tissue Engineering emerges as a great
alternative for the treatment of these pathologies, since it is a branch of medicine
whose basic objective is the elaboration of artificial tissues that allow the repair,
restoration or even the improvement of the functions of damaged tissues and

organs.

In the present Doctoral Thesis, first, the optimization of the biomechanical
properties of the fibrin-agarose biomaterial, previously developed by the Tissue
Engineering group of the University of Granada, has been carried out with the
aim of generating improved models of human oral mucosa by means of tissue
engineering protocols. Specifically, five different types of agaroses have been
studied, each at four different concentrations, on which the biomechanical
properties were evaluated.

Improved models of human oral mucosa would allow the clinical treatment of
conditions affecting the human oral mucosa. However, biointegration is a major
problem in the generation of these artificial tissues, which could be favored by
the generation of substitutes with a higher vascularization potential. In this sense,
in this Doctoral Thesis a second optimization for the improvement of
biointegration processes has been carried out based on the incorporation of
human mesenchymal stem cells (MSC) with vascularization capacity in the
stroma of human oral mucosa substitutes, to generate improved models of

prevascularized human oral mucosa.

Specifically, MSC obtained from adipose tissue (ADSC), bone marrow (BMSC)
and dental pulp (DPSC) were used. The three types of MSC were differentiated
to endothelial lineage using inducing media. Once vascular differentiation was
induced, the vascularization potential of MSCs was assessed before and after
induction. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were used as a
positive control. In vitro induction of MSCs to endothelial lineage was able to
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1. Estructura y funcién de la mucosa oral humana

La cavidad oral humana es una estructura anatémica ubicada en la parte
superior del cuerpo humano, en la cabeza. La cavidad oral esta constituida por
un conjunto de 6rganos, como son los labios, las mejillas, la lengua, el paladar,
los dientes y las encias (Figura 1). Este conjunto de 6rganos contribuye a la
masticacion, secrecion salival y absorcién de nutrientes, mediante un proceso
sinérgico. Ademas de ser un importante componente del sistema digestivo, la

cavidad oral promueve la fonacion y el lenguaje articulado.

CAVIDAD ORAL

Paladar

Encias

Labios

Dientes

Mejilla

Lengua

Figura 1. Esquema ilustrativo de los 6rganos que forman la cavidad oral humana (elaborado

en la aplicacion en linea biorender.com).

Dentro de la cavidad oral humana, hay varias estructuras importantes,
incluyendo la lengua, que es responsable de la deglucion del alimento y del
habla. Los dientes son estructuras duras y calcificadas disefiadas para cortar,
triturar y masticar los alimentos. Por otra parte, las glandulas salivales
encargadas de la produccion de saliva, son importante en el proceso de digestion
y proteccion de los dientes y las encias (Gomez de Ferraris and Campos Muioz
2009).

Es importante remarcar que todos estos organos son estructuralmente
independientes, y poseen caracteristicas propias y diferenciadas, aunque son
funcionalmente dependientes.
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La cavidad oral humana se encuentra tapizada por un tejido blando denominado
mucosa oral. La mucosa oral se encuentra en un entorno humedo, la humedad
de este tejido es aportada por las glandulas salivales principales y accesorias.
La saliva es una sustancia viscosa que contiene un 95% de agua, un 3% de
sustancias organicas y un 2% de sales minerales (grandes cantidades de iones
de potasio y bicarbonato) (Heaney, Faustini et al. 2022). La saliva, juega un
importante papel en el proceso defensivo de la mucosa oral debido a su alto
contenido en inmunoglobulinas (lg), siendo la IgA el tipo mas predominante en
la saliva. Por tanto, la mucosa oral es un tejido que se mantiene constantemente
lubricado, y tiene importantes propiedades defensivas (Nikodijevic, Blagojevic et
al. 2022).

1.1. Histologia de la mucosa oral

A nivel histologico, la mucosa oral, esta formada por dos capas de tejido que son
estructural y embriolégicamente diferentes. En primer lugar, el tejido epitelial de
origen ectodérmico y en segundo lugar, el tejido conectivo subyacente también
denominado corion, lamina propia o estroma, de origen mesodérmico. En la
presente Tesis Doctoral se denominara este tejido conectivo como estroma. Es
importante sefialar que ambos tejidos se encuentran conectados a través de la
membrana basal. La membrana basal, se genera a partir de la interaccion entre
el tejido epitelial y el tejido conectivo. En este sentido, el tejido epitelial emite
proyecciones hacia el estroma en forma de evaginaciones que reciben el nombre
de crestas epiteliales. Por otra parte, el tejido conectivo también emite
prolongaciones hacia el tejido epitelial las cuales reciben el nombre de papilas
coriales, como se observa en la figura 2. Estas estructuras de crestas epiteliales
y papilas coriales facilitan la nutricion del epitelio, dado que el epitelio es un tejido
avascular que requiere del aporte de nutrientes mediante absorcién, por parte
del tejido conectivo subyacente, el cual si tiene un caracter vascular (Gémez de

Ferraris and Campos Murfoz 2009).

Es importante conocer en profundidad ambas capas de la mucosa oral humana
para el estudio de posibles patologias y también para el desarrollo de nuevas
terapias, como la generacion de sustitutos de modelos mejorados de mucosa

oral humana mediante protocolos de Ingenieria Tisular que se abordara en la

26



presente Tesis Doctoral. A continuacion, se describiran las principales

caracteristicas histologicas de la mucosa oral humana.

\
S Tejido
Epitelial
t
Papilas Coriales N
> ' A .
' ! ‘4 ' ‘\ ¢ ™\
L ‘e ’ ) N
" . L'l - '.\o \
> ) A S D "/‘ ¢
Crestas Epiteliales g o N @, Ve i
p AR BF VN T A IR > Tejido
v Y 0% SR Conectivo
- .1 ki
t \ N v

Figura 2. Imagen histologica de mucosa oral humana tefiida con hematoxilina-eosina.
Escala de magnificacion: 100 um.

1.1.1. Epitelio de la mucosa oral

El epitelio de la mucosa oral humana es de tipo estratificado plano o
pavimentoso. Segun la localizacion anatomica dentro de la cavidad oral en la
que se encuentre, el epitelio puede ser queratinizado, paraqueratinizado o no
queratinizado. Las células epiteliales que forman el epitelio de la mucosa oral
humana se encuentran estrechamente unidas entre si, por lo que forman una
barrera funcional de proteccion entre el medio bucal y el tejido conectivo

subyacente (Vinuela-Prieto, Sanchez-Quevedo et al. 2015).

En los siguientes apartados se detallaran en profundidad las caracteristicas
histolégicas de los distintos tipos de epitelio de la mucosa oral humana segun su

localizacidon anatémica en la cavidad oral.

1.1.1.1. Epitelio estratificado plano queratinizado
El epitelio estratificado plano queratinizado de la mucosa oral humana se
encuentra constituido por dos poblaciones celulares diferentes: la poblacion

intrinseca y la poblacion extrinseca. En primer lugar, se va a describir la
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poblacidn intrinseca, que representa un 90% del total de la poblacién celular, y
se origina en el tejido epitelial. En segundo lugar, se explicara la poblacion
extrinseca, formada por el 10% restante de las poblaciones celulares, que
provienen de un origen ajeno al tejido epitelial (Sanchez-Quevedo, Alaminos et
al. 2007, Alaminos and Campos 2023).

En la poblacién intrinseca o propia del epitelio destacan los queratinocitos,
células del epitelio destinadas a queratinizarse. Durante su maduracion estas
células experimentan una migracion desde las capas mas basales del tejido
epitelial hacia las capas mas superficiales. En este proceso de migracion, la
célula sufre una citodiferenciacién la cual conlleva cambios bioquimicos y
morfoldgicos, que culmina con la formacién de una escama queratinizada y
anuclear de caracter eosindfilo, que sufrira un proceso de descamacién natural

(Pawlina and Ross 2018, Alaminos and Campos 2023).

Por otro lado, dentro de las poblaciones extrinsecas, que forman el 10% de la
poblacidn celular total del tejido epitelial, un 9% corresponde a células
extrinsecas permanentes en el tejido epitelial, mientras que el 1% son células

que pertenecen a la poblacién extrinseca transitoria.

De este modo, las células dendriticas o células claras son las que pertenecen a
la poblacién extrinseca permanente, las cuales agrupan a melanocitos, células
de Merkel y células de Langerhans. Mientras que granulocitos, linfocitos y
monocitos, los cuales pueden infiltrarse en el epitelio de la mucosa oral humana,

son las células que forman la poblacién extrinseca transitoria.

En concreto, en la poblacion extrinseca permanente encontramos en primer
lugar los melanocitos. Los melanocitos son células redondeadas con un nucleo
pequefio y prolongaciones alargadas de aspecto dendritico que derivan del
ectodermo de la cresta neural. Poseen melanosomas, granulos que contienen
melanina, los cuales son transferidos a los queratinocitos a través de un proceso
denominado citocrino. Este proceso permite llevar a cabo la funcién de

pigmentaciéon homogénea en todo el tejido.

En segundo lugar, las células de Merkel son células esféricas con pequefios y
escasos granulos que carecen de prolongaciones. Estas células derivan del
ectodermo y se localizan entre las células de la capa basal del epitelio. La base

28



de estas células se encuentra en contacto con unas terminaciones nerviosas
expandidas, ya que su funcion principal es actuar como receptores sensoriales
para los estimulos tactiles. Las células de Merkel también estan involucradas en
la percepcién de la temperatura, la presion y el dolor.

En tercer lugar, las células de Langerhans poseen prolongaciones de tipo
dendritico y granulos en su citoplasma con morfologia bastoniforme, llamados
granulos de Birbeck. Estas células derivan del mesénquima, un tejido conectivo
embrionario que procede del mesodermo y pertenecen al sistema fagocitico
mononuclear. La funcion de estas células es procesar y presenta los antigenos
de los linfocitos T, de manera que podemos decir que son las encargadas de
iniciar una rapida respuesta inmunoldgica contra los antigenos que penetran en
el organismo a través de lesiones originadas en el epitelio (Gémez de Ferraris
and Campos Mufioz 2009, Pawlina and Ross 2018).

Una vez descritas las poblaciones celulares que forman el epitelio de la mucosa
oral humana se describira de forma detallada cada una de las cuatro capas o
estratos que forman los queratinocitos que integran el epitelio estratificado plano
queratinizado de la mucosa oral humana. En este contexto, se empezara
describiendo el estrato mas basal, es decir el estrato que se encuentra en
contacto con la membrana basal, y al cual le subyace el tejido convectivo.
Posteriormente, se describiran los estratos mas apicales como el estrato,

espinoso, granuloso y superficial, como se ilustra en la figura 3.

Inicialmente, el estrato basal o germinativo esta formado por una unica capa de
células basdfilas, con alta actividad mitética y de sintesis proteica. Estas células
basales presentan una morfologia cubica o cilindrica y nucleos redondeados.
Los queratinocitos de este estrato son los encargados de iniciar la formacién de
las crestas epiteliales. El proceso de renovacion epitelial se lleva a cabo en el
estrato basal, dado que es donde se localizan las células madre del tejido
epitelial. Ademas, en el estrato basal se identifican algunas células de la
poblacion extrinsecas permanente, como los melanocitos, las células de Merkel

y las células de Langerhans (Adams 1976, Wang, Tang et al. 2019).
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Figura 3. Esquema del proceso de diferenciacion celular de un epitelio estratificado plano

queratinizado de mucosa oral humana (elaborado en la aplicacion en linea biorender.com).

Por encima del estrato basal, encontramos el estrato espinoso, constituido por
varias hileras de queratinocitos con morfologia poligonal y nucleos redondeados,
de cromatina laxa, y con citoplasma ligeramente basofilo. Los queratinocitos de
este estrato son los encargados de formar uniones intercelulares que llevaran a
cabo una de las principales funciones de proteccion y barrera del tejido epitelial.
Aligual que ocurre en el estrato basal, aparecen inmersas células de la poblacion
extrinseca permanente como las células de Langerhans y las de Merkel, aunque
en menor proporcion con respecto al estrato basal (Gomez de Ferraris and
Campos Muioz 2009).

Continuando hacia la regidon mas apical se encuentra el estrato granuloso,
formado por dos o tres capas de células aplanadas o escamosas con pequefios
nucleos de cromatina densa. El citoplasma de estas células presenta granulos
de queratohialina, una molécula intensamente basdfila. En este estrato también
se pueden encontrar unos pequefios organoides redondeados caracteristicos de
los epitelios queratinizados, los cuerpos de Odland o queratinosomas, que se
encuentran en las células granulosas mas profundas, aunque en ocasiones
también pueden hallarse en las células del estrato espinoso. Estos granulos se
descargan mediante exocitosis al espacio intercelular, pero hasta la fecha su

funcion en dicho proceso no esta clara; aunque se cree que actuan como una
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sustancia cementante que genera una barrera impermeable al agua. En el
estrato espinoso también comienzan los procesos que originan la degeneracion
del nucleo y del resto de los organoides celulares (Adams 1976, Gémez de
Ferraris and Campos Mufioz 2009, Wang, Tang et al. 2019).

Finalmente, el estrato mas apical es el estrato superficial, que se caracteriza por
sus ceélulas planas, sin nucleo evidente y con un citoplasma fuertemente
aciddfilo. Ultraestructuralmente, las células de este nivel carecen de cualquier
organoide y su citoplasma esta compuesto por una gran cantidad de filamentos
de queratina los cuales se agrupan de modo compacto. Las células
queratinizadas poseen morfologia de “escama” compacta y deshidratada, que
cubre una superficie bastante mayor que la célula basal a partir de la cual se
formoé y, se encuentran intimamente adosadas a las escamas adyacentes, pero
las uniones intercelulares se modifican, lo que facilita el proceso de descamacion
celular natural (Adams 1976, Gomez de Ferraris and Campos Mufioz 2009,

Alaminos and Campos 2023).

1.1.1.2. Epitelio estratificado plano paraqueratinizado

Una vez descrito el epitelio estratificado plano queratinizado de la mucosa oral
humana es importante destacar que el epitelio paraqueratinizado presenta
caracteristicas muy similares en los estratos basal y espinoso. Las diferencias
de este epitelio se manifiestan principalmente en los estratos granuloso y
superficial. El estrato granuloso tiende a ser poco desarrollado y carece de
granulos de queratohialina bajo su observacion con técnicas histologicas
rutinarias como la hematoxilina-eosina (HE). Por otra parte, otra de las
diferencias mas destacables se encuentra a nivel de las células del estrato
superficial, las cuales conservan sus nucleos y algunas organelas parcialmente
lisadas, hasta que se produce el proceso de descamacion. Las células del
estrato superficial del epitelio estratificado plano paraqueratinizado tienen un
metabolismo celular escaso como indica su menor coloracién aciddéfila cuando
se tifien con tinciones histoquimicas como por ejemplo HE (Adams 1976, Gomez
de Ferraris and Campos Mufioz 2009).

1.1.1.3. Epitelio estratificado plano no queratinizado
La principal diferencia del epitelio estratificado plano no queratinizado con el
epitelio estratificado plano queratinizado y paraqueratinizado es la ausencia de
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los estratos superficial y granuloso, aunque en ocasiones pueden formarse
granulos incompletos o vestigiales. De este modo, los estratos que pueden

encontrarse en un epitelio no queratinizado son: basal, intermedia y superficial.

En el estrato basal las células presentan una morfologia cubica y una alta
capacidad de diferenciacion. Por otro lado, en el estrato intermedio las células
son poliédricas y presentan un citoplasma poco basodfilo. Los nucleos de estas
células son redondeados y de cromatina laxa, donde en ocasiones es posible
identificar el Corpusculo de Barr mediante estudio citologico. Por ultimo, en el
estrato superficial las células tienen una morfologia aplanada, y se descaman
(Adams 1976, Gomez de Ferraris and Campos Mufioz 2009).

1.1.2. Membrana basal de la mucosa oral

Una vez que han sido descritos los diferentes epitelios estratificados que se
pueden identificar en la mucosa oral humana, se pasara a describir la membrana
basal. La membrana basal separa el tejido epitelial del tejido conjuntivo
subyacente. Cuando se estudia la membrana basal mediante microscopia optica
se observa la presencia de una banda acelular homogénea y estrecha que se
tine con tinciones especificas para la deteccion de glucoproteinas, como la del
acido peryodico de Schiff (PAS). Sin embargo, cuando se observa la membrana
basal mediante microscopia electrénica, se pueden distinguir dos laminas: la

lamina basal y la lamina reticular.

La lamina basal es la porcion amorfa y glicoprotéica que forma parte de la
membrana basal. Esta lamina es sintetizada por células epiteliales y se
encuentra formada por dos laminas independientes: la lamina lucida y la lamina
densa, ambas con un grosor aproximado de 50 nm. En la lamina lucida se
pueden observar mayoritariamente componentes como la laminina o la
entactina, mientras que, en la lamina densa, se observan fibras de colageno tipo

IV, heparansulfato y fibronectina.

Por otro lado, la lamina reticular es sintetizada por células del tejido conectivo
subyacente. La lamina reticular esta formada por fibras inmersas en una matriz
de glucosaminoglicanos. El espesor de esta lamina puede variar en funcién del
grado de friccion al que se encuentre sometido el epitelio, siendo bastante mas

grueso en los epitelios queratinizados.
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Entre algunas de las funciones de la membrana basal es importante destacar la
de ser una estructura de fijacién entre el tejido epitelial y el tejido conectivo
subyacente, ademas de ser un filtro molecular no solo a nivel fisico, sino también
quimico. Esto se debe al alto nivel de cargas negativas que posee y que permiten
restringir el paso de moléculas con esa misma carga. Ademas, esta estructura

juega un importante papel en el sistema defensivo del organismo.

En este sentido, la membrana basal que se localiza en la interfase entre el tejido
epitelial y el tejido conjuntivo de la cavidad oral presenta algunas caracteristicas
especiales; teniendo un mayor grosor en los epitelios no queratinizados y
disminuyendo el grosor de forma progresiva con la edad (Gomez de Ferraris and
Campos Munoz 2009).

1.1.3. Estroma de la mucosa oral

El tejido conjuntivo o estroma de la mucosa oral presenta un espesor variable en
funcidén de la zona en la que se localice. Este tejido conjuntivo se encarga de
aportar sostén y nutricidn al tejido epitelial, viendose estas funciones reforzadas
por la presencia de papilas coriales y el contenido de estructuras importantes
como son los vasos sanguineos. El estroma de la mucosa oral humana esta
formado por células inmersas en una matriz extracelular (MEC) y segun su
localizacion puede ser laxo, denso o semidenso. Entre las células de este tejido
podemos encontrar fibroblastos, macréfagos, linfocitos, células cebadas y

células plasmaticas.

La MEC del estroma de la mucosa oral humana esta formada por dos
componentes: las fibras y la sustancia fundamental. Dentro de las fibras pueden
encontrarse tres tipos diferentes: fibras de colageno, elasticas y reticulares. En
primer lugar, las fibras de colageno son las encargadas de resistir las fuerzas de
traccion y tensidn, ademas de evitar que se produzca la deformacion de la
morfologia de la mucosa oral. Por otro lado, las fibras elasticas son las
encargadas de devolver al tejido a su estado original después de que una fuerza
de tension haya actuado sobre él. Por ultimo, las fibras reticulares tienen la
funcién de reforzar las paredes de los vasos sanguineos para que puedan resistir
las altas presiones a las que estan sometidas estas estructuras (Chen, Ahmad
et al. 2015).
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Ademas del componente celular y fibrilar el estroma de la mucosa oral humana
contiene sustancia fundamental. La sustancia fundamental es una matriz
gelatinosa y amorfa, esencial para el soporte, la nutricion y la proteccion del tejido
conectivo. La sustancia fundamental estd compuesta principalmente de
proteoglicanos, que son grandes moléculas compuestas de proteinas y
carbohidratos y glicoproteinas, proteinas con grupos carbohidratos unidos. Otro
importante componente de la sustancia fundamental son las glucoproteinas

multiadhesivas, que son proteinas reguladoras y estructurales.

Es importante destacar que los proteoglicanos y las glicoproteinas tienen la
capacidad de retener moléculas de agua, lo que ayuda a mantener la hidratacion
y elasticidad del estroma de la mucosa oral. La retencion de estas moléculas de
agua también facilita la difusion de nutrientes desde los vasos del tejido

conjuntivo hasta los epitelios, permitiendo asi la nutricion.

En el estroma de la mucosa oral existe una alta inervacion con terminaciones
nerviosas sensoriales que recogen informacion acerca de hechos como la
percepcion del dolor (nocirreceptores), la temperatura (termorreceptores), el
tacto y la presion (mecanorreceptores). Las terminaciones mecanorreceptoras
que podemos encontrar en la mucosa oral humana son: el corpusculo de
Meissner y el complejo de Merkel. Por otro lado, las terminaciones
nocirreceptoras y termorreceptoras son terminaciones libres que se ubican, tanto
en la lamina propia, bajo la lamina basal, como entre las células del epitelio
(Gomez de Ferraris and Campos Mufioz 2009).

1.1.4. Submucosa

La submucosa se encuentra formada por un tejido conjuntivo laxo de espesor y
densidad variable, el cual tiene la funcion de unir la mucosa con los tejidos
subyacentes. La submucosa puede aparecer como una capa separada y bien
definida, o estar ausente cuando el estroma esta firmemente adherido a la
estructura 6sea subyacente. Esta estructura puede localizarse en aquellas zonas
que requieren movimiento y las cuales no se encuentran expuestas de forma

directa a un desgaste continuado debido a la masticacion.
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En esta capa se suelen encontrar estructuras como las glandulas salivales, los
vasos sanguineos o los nervios, ademas del tejido adiposo. También es
importante destacar que las fibras nerviosas que atraviesan la submucosa son
mielinicas, sin embargo, pierden su vaina antes de dividirse en arborizaciones
terminales en la lamina propia (Gémez de Ferraris and Campos Mufioz 2009,
Chen, Ahmad et al. 2015).

1.2. Clasificacion de la mucosa oral

Una vez han sido descritas en profundidad las caracteristicas histolégicas de la
mucosa oral humana, enumerando las distintas poblaciones que forman este
organo, profundizando en los distintos tipos de epitelio que se pueden estudiar
en la cavidad oral y detallando la organizacion de cada tipo de epitelio bucal en
estratos, se pasara a clasificar anatobmicamente la mucosa oral humana en

funcion de su localizacion.

La mucosa oral humana puede variar en funcidn de las diferentes adaptaciones
a las que debe someterse debido a la influencia mecanica a la que se encuentra
sometida dependiendo de su localizacion anatémica. En este sentido, podemos
clasificar la mucosa oral humana de acuerdo con su estructura, localizacion y
funcién en: mucosa oral de revestimiento, mucosa oral masticatoria y mucosa
oral especializada o sensitiva, (Adams 1976, Fleisch and Austin 1978, Gomez

de Ferraris and Campos Mufioz 2009).
1.2.1. Mucosa oral de revestimiento

La mucosa de revestimiento es una estructura cuya funcion principal es la
proteccion, la cual se localiza fundamentalmente en el paladar blando, el
vestibulo labial y el suelo de la boca. En cuanto a su epitelio, muestra bajos
niveles de queratinizacion y un estroma laxo o semilaxo subyacente, ademas de
una submucosa bien definida. Las fibras de colageno del tejido conjuntivo no se
encuentran organizadas en haces. Ademas, presenta fibras elasticas, lo que
confiere a este tejido la capacidad de estirarse y volver a su estado de reposo
cuando la distension a la que es sometido cesa. Todo esto aporta a la mucosa
de revestimiento un caracter distensible que hace que se adapte facilmente a la
contraccion y la relajacion a la que se encuentran sometidas estructuras como

las mejillas, los labios y la lengua. Ademas, aportar capacidad de distension a

35



los movimientos que se producen en el maxilar inferior, los cuales se llevan a

cabo durante el proceso de masticacion (Sawada, Wakabayashi et al. 2011).

A nivel de la submucosa, la cual se encuentra bien desarrollada en la mucosa
oral de revestimiento, se pueden identificar estructuras histolégicas como son las
glandulas salivales menores, fibras musculares estriadas o incluso tejido
adiposo, de acuerdo con las distintas zonas que tapizan este tipo de mucosa

(Goémez de Ferraris and Campos Mufioz 2009, Wang, Yuan et al. 2018).
1.2.2. Mucosa oral masticatoria

La mucosa masticatoria presenta un epitelio queratinizado y paraqueratinizado
segun su localizacion anatomica dentro de la cavidad oral. La mucosa
masticatoria se puede localizar en el paladar duro, trigono retromolar, zonas de
encia fijadas al hueso y algunas partes del dorso de la lengua (Arvidson,
Grafstrom et al. 1988, Taybos 2003). Esta mucosa oral humana puede
encontrase sometida directamente a fuerzas intensas de friccion, presion vy
extension que se originan como resultado del proceso de masticacion. Debido a
su localizacion anatémica la mucosa oral masticatoria humana requiere una
elevada resistencia y por ello presenta unas caracteristicas biomecanicas muy
definidas que vienen dadas por su caracteristica morfologia. Es importante
destacar que a nivel histolégico posee un elevado numero de crestas epiteliales
y un tejido conjuntivo denso o semidenso en el estroma. La submucosa se

encuentra presente en el lateral del paladar duro, pero no se detecta en la encia.

Es importante destacar que las cretas epiteliales y las papilas coriales del tejido
conectivo de la mucosa oral masticatoria son mas abundantes que las de la
mucosa oral de revestimiento. Sin embargo, el numero de capas en el epitelio

de la mucosa oral de revestimiento es mayor.
1.2.3. Mucosa oral especializada

La mucosa oral especializada se localiza en la cara dorsal de la lengua. El
epitelio que forma la mucosa oral especializada es de tipo plano y el estroma
estda formado por tejido conectivo laxo con células adiposas. Existe una
separacion de la mucosa con la submucosa que esta formada por tejido
conectivo denso, sobre todo en la punta de la lengua donde se forma la fascia

lingual. Es importante destacar, que la superficie de esta porcion de la lengua

36



tiene un aspecto aterciopelado debido a la presencia de pequenas proyecciones
llamadas papilas linguales (Gémez de Ferraris and Campos Muioz 2009).

Las papilas linguales pueden ser de cuatro tipos: filiformes, fungiformes,
caliciformes o circunvaladas y foliadas.

En primer lugar, las papilas filiformes son las mas abundantes. Las papilas
linguales filiformes tienen una morfologia cdnica, es decir son proyecciones
epiteliales, y tienen un epitelio paraqueratinizado. Presentan un estroma muy

escaso y carecen de papilas secundarias y botones gustativos.

En segundo lugar, las papilas fungiformes son menos numerosas y reciben este
nombre por la similitud de su morfologia a la de los hongos, delgada en la base
y mas dilatada en los extremos proximales. Aparecen como puntos de color
rojizo, debido a su fino epitelio, lo que permite detectar la coloracién de los vasos
sanguineos que las irrigan. El estroma aparece como un nucleo central con fibras
de colageno que forman la papila primaria, a partir de la que surgen las papilas
secundarias, que penetran en el epitelio de revestimiento. Ademas, presentan

corpusculos gustativos intraepiteliales.

En tercer lugar, las papilas caliciformes o circunvaladas son las mas grandes que
encontramos en la lengua humana. Cada papila caliciforme se encuentra
rodeada por un profundo surco, llamado surco circunvalador, en cuyo fondo se
abren los conductos de pequefas glandulas salivales, que secretan un liquido
que disuelve el alimento y facilita la recepcion del gusto.

En cuarto y ultimo lugar, las papilas foliadas son muy abundantes en el recién
nacido y escasas en el individuo adulto. Son pliegues perpendiculares al borde

de la lengua, tienen estroma y contienen corpusculos gustativos.

De este modo, el sentido del gusto no viene dado por las papilas linguales, sino
por pequefos corpusculos contenidos en ellas, los denominados corpusculos
gustativos. Los corpusculos gustativos principalmente se localizan en las papilas
linguales de tipo caliciforme, pero pueden encontrarse también en el epitelio del
paladar blando y en otras areas de la region bucofaringea.

Los botones gustativos son érganos que ocupan casi todo el espesor del epitelio
y que estan constituidos por células alargadas que se extienden desde la

membrana basal hasta la superficie de revestimiento. Estas células se abren en
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la superficie de revestimiento por un poro conocido como poro gustativo.
Mediante microscopia optica, se han descrito tres tipos celulares en los botones
gustativos. En primer lugar, las células de sostén, que se disponen en la periferia
del corpusculo, como gajos de naranja. En segundo lugar, las células
neuroepiteliales o células gustativas, que se disponen en la parte central. Por
ultimo, la célula basal que se supone precursora de uno de los dos tipos descritos

anteriormente.

Sin embrago, mediante microscopia electronica se han podido distinguir en el
corpusculo gustativo hasta cinco tipos celulares diferentes. En primer lugar, las
células tipo I, son las mas abundantes, contienen granulos densos y presentan
microvillis a nivel del poro gustativo. En segundo lugar, al igual que las anteriores,
las células tipo Il presentan microvisllis, pero muy cortos y escasos. En tercer
lugar, las células tipo Ill contienen vesiculas pequefas ricas en serotonina, las
cuales se ubican en el citoplasma basal. Es caracteristico de este tipo celular
que terminan en el poro gustativo formando una protrusién en forma de maza.
En cuarto lugar, las células tipo IV son células madre localizadas en la base del
corpusculo. Por quinto y ultimo lugar, las células tipo V se situan en la zona

periférica delimitando el 6rgano de las células epiteliales.
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2. Ingenieria Tisular

2.1. Conceptos basicos

El término Ingenieria Tisular (IT) fue acufiado en 1987 por el Profesor Fung de
la Universidad de California en San Diego durante una reunion de la National
Science Foundation de Estados Unidos (Vacanti 2006). Sin embargo, la
expansion y generalizacion del término de IT no se produjo hasta unos afios mas
tarde con la publicacién en 1993, del trabajo titulado Tissue Engineering en la
revista Science firmado por los autores Robert Langer y Joseph Vacanti (Langer
and Vacanti 1993).

En este sentido, no es hasta el afio 2004 cuando el término es introducido en
Espana por el Profesor Don Antonio Campos Mufioz. De este modo, define la IT
como “la construccion de tejidos bioldgicos artificiales y su utilizacion médica,
para restaurar, sustituir o incrementar las actividades funcionales de los propios
tejidos organicos” en su discurso de toma de posesion en la Real Academia
Nacional de Medicina de Espana en Madrid (Campos 2004). Recientemente, en
el discurso impartido por el Profesor Campos en la solemne Sesion Inaugural del
Curso Académico 2023 de la Real Academia Nacional de Medicina de Espafia
en Madrid aporta una nueva vision al concepto de IT describiendo los tejidos
artificiales como “la agregacion de distintos elementos -células, biomateriales,
compuestos quimicos, etc.- a los que hacemos converger para obtener un
artefacto final, un producto que pretende ser lo mas biomimético posible al tejido
biolégico que quiere imitar” (Campos 2023).

Desde entonces, el crecimiento y el desarrollo de la IT ha sido exponencial,
permitiendo la biogeneracion de tejidos artificiales para su uso en el tratamiento
de diferentes patologias, traduciéndose en la publicacion de numerosos trabajos
cientificos (Martin-Piedra, Alfonso-Rodriguez et al. 2019, Martin-Piedra,
Santisteban-Espejo et al. 2020, Garzon, Jaimes-Parra et al. 2021, Sanchez-
Porras, Caro-Magdaleno et al. 2021). Sin embargo, la IT no solo se ha
configurado como una linea de investigacion cientifica fundamental y prioritaria
en la actualidad, sino también como una actividad industrial de primera magnitud

en los paises mas avanzados con un gran impacto en la economia y en el
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desarrollo, como es el caso de Estados Unidos, Japdn, Alemania o la propia
Espaia (Campos 2004).

Ademas, la generacion de tejidos artificiales biomiméticos es un area de la
medicina que se fundamenta en los niveles de organizacion que corresponden
al ambito de la histologia, extendiéndose, desde el nivel celular hasta el de las
poblaciones celulares y matrices que conforman los 6rganos del cuerpo humano
(Santisteban-Espejo, Martin-Piedra et al. 2021, Campos 2023). De este modo,
podemos clasificar el conocimiento obtenido en el area de la IT durante los
ultimos afios en tres grandes apartados. En primer lugar, todo lo referente a la
composicion y estructura de los tejidos bioartificiales. En segundo lugar, la
tecnologia empleada para su construccion y utilizacidn médica. En tercer y ultimo
lugar, la integracion de los nuevos tejidos artificiales en la estructura corporal
humana (Campos 2004).

Por otro lado, el uso de novedosos tejidos artificiales no es solo importante por
el efecto terapéutico que tienen en si mismo, sino porque persiguen mejorar la
calidad de vida de los pacientes que sufren enfermedades o situaciones graves.
Un ejemplo, es el tratamiento de patologias de la mucosa oral causadas por
diversos factores, como infecciones, lesiones traumaticas o enfermedades
autoinmunes. El desarrollo de sustitutos de mucosa oral humana mediante
técnicas de IT en los ultimos anos ha permitido reemplazar la mucosa oral
afectada y acelerar el proceso de regeneracion (Kobayashi, Kanai et al. 2014,
Lee, Kim et al. 2017).

En este sentido, ha sido tal la importancia de esta nueva disciplina, que junto con
la Terapia Celular y la Terapia Génica constituyen las tres modalidades de
Terapias Avanzadas que con mayor impacto han irrumpido en la medicina de los

ultimos cincuenta afios (Langer and Vacanti 1993).

2.2. Herramientas de la Ingenieria Tisular

Para la generacién de nuevos tejidos artificiales empleando protocolos de IT se
requiere el uso de tres herramientas basicas, los cuales forman los pilares de
esta disciplina: las células, las matrices extracelulares y las moléculas de

sefializacion, como se representa en la figura 4.
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En primer lugar, el papel de las células en los tejidos artificiales es sintetizar las
proteinas necesarias para el correcto desarrollo de la funcion de celular. En
segundo lugar, la matriz extracelular es la encargada de proporcionar un
ambiente adecuado para permitir la proliferacion y diferenciacién celular. Por
ultimo, las moléculas de sefializaciéon son las encargadas de promover la
regeneracion del nuevo tejido mediante la activacidn de una serie de cascadas
de sefalizacion que inducen una respuesta celular en los nuevos tejidos

artificiales.

CELULAS

TEJIDO
0 o® ARTIFICIAL

MOLECULAS DE

BIOMATERIALES SENALIZACION

Figura 4. Herramientas basicas para la fabricacion de tejidos artificiales mediante protocolos

de Ingenieria Tisular (elaborado en la aplicacion en linea biorender.com).

A continuacion, se detallaran cada una de las herramientas fundamentales para
la fabricacion de tejidos artificiales mediante técnicas de IT. En primer lugar, se
detallaran las células, posteriormente las sefnales moleculares y en ultimo lugar

los biomateriales.
2.2.1. Células

Es importante conocer los elementos basicos del tejido nativo que se pretende
regenerar antes de comenzar a trabajar en la generacion de un tejido artificial,
siendo la célula el componente basico, funcional y estructural (Vacanti 2010).
Para ello, es importante empezar estudiando las estrategias que emplean las
células para regenerar tejidos expuestos a una lesion. Durante el desarrollo de
este complejo proceso de regeneracion se llevan a cabo distintos eventos

biolégicos, como la proliferacion o la diferenciacion celular necesarios para
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inducir el proceso regenerativo. Durante el proceso de regeneracion, las células
activan multiples sefalizaciones mediante la utilizacion de la informacion

genética preprogramada en su material genético (Campos 2004).

Para inducir los procesos de regeneracion tisular a partir del uso de células es
importante conocer los tipos de células que se pueden usar en protocolos de IT.
En este sentido, podemos diferenciar tres tipos diferentes de células en relacion

con su origen: células autélogas, células alogénicas y células xenogénicas.

Las células autdlogas son aquellas que proceden de un mismo individuo, esto
permite su manipulaciéon con un riesgo minimo de reacciones inmunoldgicas
postimplantacién. Por otro lado, las células alogénicas son las que pertenecen a
un individuo de la misma especie y su principal ventaja es que permiten su
conservacion en bancos biolégicos con caracter previo a su utilizacion. Por
ultimo, las células xenogénicas proceden de otras especies y por lo tanto,
ofrecen, junto con las alogénicas, un riesgo importante de rechazo inmunologico
por parte del hospedador (Campos 2004, Stocum 2004, Stocum 2012). En este
contexto, las células de mayor uso en protocolos de IT debido a sus propiedades

inmunoldgicas son las células autdélogas y las alogénicas.

Cabe destacar que las células pueden emplear dos estrategias en el proceso de
regeneracion de un nuevo tejido: por un lado, el proceso de transdiferenciacion
y, por otro lado, la capacidad de division celular. En relacidén con el proceso de
transdiferenciacion, como se ha descrito previamente en la literatura, en una
lesion se produce un microambiente capaz de estimular el mecanismo de
transdiferenciacion en la célula (Ibrahim, Moss et al. 2020). EI mecanismo de
transdiferenciacion consiste en la capacidad de desdiferenciacion y posterior
rediferenciacion que tienen algunas células, lo que les permite adquirir nuevos
fenotipos (Tsonis 2002, Collas and Hakelien 2003). Por otro lado, en relacion al
proceso de diferenciacidn celular, este consiste en la capacidad que tienen las
células de regenerar un entorno lesivo gracias a su capacidad de division, lo que
les permite originar nuevas células hijas (Bianco and Robey 2001). Esta
capacidad de division celular es una caracteristica importante de las células
madre. La definicidn cientifica de célula madre hace referencia a aquellas células
que tienen capacidad de division asimétrica, y dan origen a una célula hija
idéntica a la célula madre y otra con capacidad de diferenciacion terminal
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(Yamanaka 2020). A pesar de que no existe un acuerdo universal sobre lo que
es exactamente una célula madre, suele aceptarse que son aquellas células de
caracter indiferenciado, con alta capacidad de proliferacién y capaces de originar
nuevas células hijas destinadas a la diferenciacion terminal (Campos 2004).

En este sentido, es importante poner de relieve la existencia de una clasificacion
de células madre en el ambito de la IT. De acuerdo con esto, existen dos grandes
grupos, segun su grado de desarrollo: las células madre embrionarias y las
células madre adultas (Bajada, Mazakova et al. 2008, Stocum 2012). Del mismo
modo, segun la capacidad de diferenciacion, las células madre embrionarias se
clasifican en células madre embrionarias totipotentes y pluripotentes. Mientras
que las células madre adultas pueden clasificarse en células madre adultas
multipotentes y unipotentes (Kim and Evans , Bajada, Mazakova et al. 2008).

Las células madre embrionarias totipotentes son aquellas que se aislan del
cigoto hasta su estado de moérula y que tienen la capacidad de generar un
organismo completo (embridn y placenta). Por otro lado, se definen como células
madre embrionarias pluripotentes, todas aquellas que tienen la capacidad de
diferenciarse en células de cualquiera de las tres capas que forman al embrion
(ectodermo, mesodermo y ectodermo). Esto permite que estas células puedan
diferenciarse a la mayoria de los linajes celulares, pero que no puedan dar origen
a un organismo completo. Es importante mencionar que el uso clinico de las
células madre embrionarias estda muy limitado debido a las diversas
consideraciones éticas y legales que implica su uso (Evans and Kaufman 1981,
Commission 1999, Bajada, Mazakova et al. 2008).

Por otra parte, las células madre adultas multipotentes poseen la capacidad de
diferenciarse a cualquiera de los linajes celulares que derivan de una de las
capas del embrion. Las células madre mesenquimales (MSC) con las que se ha
trabajado en la presente Tesis Doctoral pertenecen a este grupo de células
madre adultas multipotentes. Por ultimo, las células madre adultas unipotentes
son aquellas con capacidad para diferenciarse exclusivamente en un linaje
celular como es el caso de las células madre epiteliales o las neurales (Lanza,
Langer et al. 2007, Kjell, Fischer-Sternjak et al. 2020). Este tipo celular tiene un
importante papel en los procesos de regeneracién y autorenovacion de los
diferentes tejidos y 6rganos a lo largo de la vida del individuo (Wagers 2012).

43



Dada la importancia de las MSC en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral a
continuacion, se detallaran las principales caracteristicas de estas células y su
uso en IT. De este modo, las MSC son consideradas células con capacidades
inmunomoduladoras, ya que a través de la liberacion de diversas citoquinas son
capaces de modular la respuesta inmunoldgica del huésped (Baergen 2005,
Figueroa, Carrion et al. 2012, Stefanska, Ozegowska et al. 2020). Esta es una
importante caracteristica, ya que pueden contribuir a regular y reducir la
respuesta inmunoldgica del huésped frente a un tejido bioartificial, algo muy
importante para prevenir el rechazo del sustituto artificial biogenerado, ya que
permitiria el uso de estas células de caracter alogénico en diferentes pacientes
(Carriel, Alaminos et al. 2014, Liau, Ruszymah et al. 2020, Carriel 2017). Otra de
sus cualidades es que cuentan con una baja expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | (HLA-ABC) (Sarugaser, Lickorish et al. 2005, Lu,
Liu et al. 2006) y no expresan el complejo mayor de histocompatibilidad de clase
Il (Conconi, Burra et al. 2006). Ademas, las MSC, consideradas células madre
adultas multipotenciales, presentan la ventaja de ser una fuente celular de facil
obtencion, lo que facilita su uso a nivel ético y legal (Lu, Liu et al. 2006, Liau,
Ruszymah et al. 2020). Asimismo, es destacable su gran capacidad de
proliferacion y de mantener un estado de indiferenciacion in vitro. Esto se debe
a la alta actividad enzimatica de las telomerasas de estas células (Hiyama and
Hiyama 2007, Celtikci, Erkmen et al. 2020). Ademas, las MSC cuentan con un
cariotipo estable a lo largo de multiples pases celulares y mantienen su
capacidad de adhesién e inhibicidn por contacto, o que las hace una fuente
celular importante para su uso en Terapias de Medicina Regenerativa (Lund,
Loytomaki et al. 2007, Garzon, Perez-Kohler et al. 2012, Durand-Herrera,
Campos et al. 2018, Blanco-Elices, Chato-Astrain et al. 2021). Todas estas
caracteristicas permiten que las MSC puedan ser criopreservadas en bancos
biolégicos hasta ser empleadas para la generacion de los tejidos artificiales,
reduciendo el aislamiento y utilizacion de células autélogas (Lu, Liu et al. 2006,
Stefanska, Ozegowska et al. 2020).

Asimismo, recientes estudios del grupo de investigacion de Ingenieria Tisular de
la Universidad de Granada han demostrado un posible caracter pluripotencial de
estas células, consideradas en la actualidad multipotentes (Garzon, Miyake et al.
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2013). Este hecho aumentaria significativamente el uso de estas células como
fuente alternativa en protocolos de IT.

En este contexto, para desarrollar un tejido artificial mediante protocolos de IT
se puede contar con el uso de células madre adultas unipotenciales o
multipotenciales, que son las mas usadas actualmente en el campo de la IT. En
concreto, la utilizacion de células madre adultas multipotentes requiere, en la
mayoria de casos, procesos de transdiferenciacion en el laboratorio que
permitan inducir cambios fenotipicos especificos del tejido que se quiere generar
(Bonassar and Vacanti 1998).

Una vez seleccionados los tipos celulares necesarios con los que se desea
trabajar, el siguiente paso es llevar a cabo el cultivo y la expansion celular en el
laboratorio con medios de cultivo especificos que modulen el comportamiento
celular. Este proceso, puede llevarse a cabo mediante modificaciones en el
microambiente del cultivo celular. Un ejemplo de esto es el uso de medios de
cultivo suplementados con factores de crecimiento, los cuales pueden ocasionar,
como se menciond anteriormente, una modulacién del comportamiento celular
(Lanza, Cibelli et al. 2000, Atala 2012). En concreto, en la presente Tesis
Doctoral se han empleado medios de cultivo suplementados con factor de
crecimiento endotelial (EGF) para inducir la transdiferenciacion de MSC hacia
células vasculares. Otro mecanismo de modulacion del comportamiento celular
puede ser mediante reprogramaciones genéticas (Surani 2001). Este ultimo
proceso se realiza mediante la Terapia Génica, con la cual se realizan
modificaciones en la informacion genética de la célula traduciéndose en
modificaciones en la sintesis de proteinas, inhibiendo la respuesta inmune o

incluso generando alteraciones en la proliferacion celular.

Otro importante factor que se debe de tener en cuenta cuando se planifica la
generacion de tejidos artificiales mediante protocolos de IT es que las células
madre adultas diferenciadas suelen ser dificiles de aislar y cultivar in vitro.
Ademas, estas células generalmente presentan una capacidad de proliferacion
muy limitada, lo que dificulta la obtencién de un numero adecuado de células en
periodos cortos de tiempo debido a que cuando se asilan y expanden ex vivo en
el laboratorio disminuyen su funcion, expresion génica, viabilidad y capacidad de
diferenciacion (Rodriguez-Morata, Garzon et al. 2008, Alaminos, Perez-Kohler et
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al. 2010, Garzon, Carriel et al. 2012, Garzon, Perez-Kohler et al. 2012). Sin
embargo, estas células son las mas eficientes para promover la generacion de
un tejido artificial altamente biomimético y funcional, dado que presentan las
mismas caracteristicas fenotipicas y funcionales del tejido que se quiere
regenerar (Atala 2012, Carriel, Alaminos et al. 2014, Carriel, Geuna et al. 2018).

En conclusion, se puede decir que todas las células difieren entre si en cuanto a
su origen, fenotipo, morfologia, funcion, actividad metabdlica y capacidad de
regeneracion. Asimismo, es importante reconocer que la célula es el asiento
basico de todo proceso patoldgico, y por tanto, toda enfermedad se basa en la
alteracion de un conjunto grande o pequefio de unidades celulares de un
organismo viviente como bien lo describié Rudolph Virchow en 1858 (Geneser
1993, Kierszenbaum and Tres 2015). De acuerdo con esto, la célula constituye
uno de los ejes fundamentales en el desarrollo de tejidos artificiales que permiten
el tratamiento de diversas patologias.

Actualmente, las terapias basadas en el uso de células madre tienen un
importante potencial terapéutico, ademas de multiples beneficios sobre el uso de
tratamientos convencionales. Esto ha ocasionado que durante los ultimos afos
un gran numero de trabajos cientificos se hayan centrado en el desarrollo y la
mejora de terapias clinicas basadas en el uso de células madre. Al mismo
tiempo, estos trabajos han permitido profundizar en la investigacion y el
conocimiento de su potencial terapéutico (Egana, Fierro et al. 2009, Wang, Yuan
et al. 2018, Xiong, Sun et al. 2020).

2.2.1.1. Células madre mesenquimales derivadas del tejido

adiposo
Una vez detallados los tipos de células madre mas utilizados en los protocolos
de generacion de tejidos artificiales, a continuacion, se describiran los diferentes
tipos de células madre adultas multipotenciales utilizados en la presente Tesis
Doctoral. En concreto, se han utilizado células madre mesenquimales derivadas
del tejido adiposo (ADSC), células madre mesenquimales de la médula 6sea
(BMSC) y células madre mesenquimales de la pulpa dental (DPSC).

Las ADSC se localizan en el tejido adiposo. El tejido adiposo es un tejido
conjuntivo especializado que se encuentra presente en todas las especies de
mamiferos. El tejido adiposo se localiza en los tejidos subcutaneos, en el
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compartimento intraperitoneal (tratandose de la grasa visceral que rodea los
organos) y de forma difusa por todo el organismo. El componente celular
principal del tejido adiposo son los adipocitos maduros, células mononucleadas
que tienen una vacuola lipidica en su citoplasma. Ademas, el tejido adiposo esta
circundado por tejido conectivo que brinda soporte y nutricion a partir de la
presencia de vasos sanguineos Yy otras estructuras histolégicas como los

ganglios linfaticos y los nervios.

Dentro de las funciones mas importantes del tejido adiposo destaca el
mantenimiento del metabolismo energético del cuerpo. Esta funcién se realiza a
través del almacenamiento de lipidos, proceso que llevan a cabo los adipocitos
maduros como respuesta a la secrecién de hormonas especificas circulantes en

el torrente sanguineo (Minteer, Marra et al. 2013).

Ademas de los componentes del tejido adiposo descritos previamente, en el afio
2001, se describié por primera vez unas células denominadas “preadipocitos”.
Siendo los preadipocitos una poblacién celular con una alta plasticidad en la
diferenciacion a distintas estirpes celulares (Zuk, Zhu et al. 2001).
Posteriormente se les renombr6 como “células madre derivadas del tejido
adiposo” (ADSC) debido a sus caracteristicas de autorrenovacién, division

asimétrica y multipotencialidad (Brayfield, Marra et al. 2010) (Figura 5).

Células Madre
Mesenquimales
derivadas del Tejido
Adiposo

Figura 5. Esquema representativo de las células madre mesenquimales derivadas del tejido

adiposo (elaborado en la aplicacién en linea biorender.com).

De este modo, las ADSC son células madre adultas mesenquimales con
capacidad de diferenciacion multipotencial tanto a nivel in vitro como in vivo, y
aunque suelen proliferar con bastante facilidad, son necesarias altas

concentraciones de factores de crecimiento en el medio de cultivo para inducir
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la diferenciacién de un linaje celular especifico (Brayfield, Marra et al. 2010,
Gerlach, Lin et al. 2012). Asimismo, las ADSC son células de facil obtencion.
Todas estas caracteristicas, han permitido que las ADSC se consideren como
una prometedora fuente celular alternativa de gran aplicacion en Medicina
Regenerativa (Chandra, G ef al. 2009, Kajiyama, Hamazaki et al. 2010).

2.2.1.2. Células madre mesenquimales de la médula 6sea

Las BMSC se obtienen de la médula 6sea. La médula 6sea es un tejido
esponjoso que se encuentra en la mayoria de los huesos largos, como el fémur.
En la médula 6sea se lleva a cabo la hematopoyesis, el proceso mediante el cual
los componentes celulares de la sangre se reponen de forma continuada a lo
largo de la vida de un individuo. En la hematopoyesis intervienen varias
poblaciones celulares altamente especializadas que tienen funciones unicas,
como es el transporte de oxigeno de los hematies o la defensa inmunitaria frente
a patogenos de los linfocitos. Entre estas poblaciones se encuentran las células
madre mesenquimales de la médula 6sea, las cuales se caracterizan por su alta
capacidad de autorrenovacion y de originar diversos progenitores que tienen
capacidad de diferenciarse a células sanguineas maduras (Pinho and Frenette
2019) (Figura 6).

Células Madre
Mesenquimales de la
Médula Osea

Figura 6. Esquema representativo de las células madre mesenquimales de la médula 6sea

(elaborado en la aplicacion en linea biorender.com).

Las BMSC fueron descritas por primera vez como células madre mesenquimales
por Arnold Caplan en el afio 1991 (Caplan 1991). Desde ese momento, se han
sucedido multitud de estudios cientificos que han permitido conocer con mayor
profundidad la actividad de esta poblacién celular y de sus nichos celulares
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(Wilson and Trumpp 2006, Morrison and Scadden 2014). De este modo, distintas
investigaciones han revelado la importancia de la regulacién transcripcional y los
mecanismos de regulacion epigenéticos en la actividad de las BMSC (Pinho and
Frenette 2019).

En este sentido, las BMSC no s6lo son las encargadas de proporcionar un apoyo
microambiental a las células hematopoyéticas, sino que también poseen la
capacidad de diferenciarse en distintos linajes mesodérmicos dado su caracter
multipotencial. Entre algunas de sus ventajas, al igual que las ADSC, destaca la
su facil obtencion a partir de punciones de médula ésea, ademas de mantener
su alta capacidad de proliferacion in vitro. De la misma forma, presentan
interesantes propiedades inmunomoduladoras, lo que las hace atractivas
candidatas para su utilizacion en Terapia Celular, como es el caso de su uso en
protocolos de IT (Pontikoglou, Deschaseaux et al. 2011).

2.2.1.3. Células madre mesenquimales de la pulpa dental
Dentro de la cavidad oral se localizan varios érganos, siendo los dientes uno de
los mas importantes debido a su participacion en funciones tan significativas para
el aparato digestivo como son la masticacion, la fonacion o la deglucién (Gomez
de Ferraris and Campos Muioz 2009). Las DPSC se localizan dentro de la

cavidad pulpar de los dientes como se ilustra en la figura 7.

Histolégicamente, el diente adulto esta formado por varios tejidos mineralizados,
como son el esmalte, la dentina y el cemento. Estos tejidos mineralizados al
mismo tiempo envuelven y protegen a la pulpa dental, un tejido conjuntivo laxo
mucoso. El tejido pulpar esta formado por diferentes poblaciones celulares y una
matriz extracelular. Dentro del componente celular destaca la presencia de
DPSC, fibroblastos, odontoblastos, células endoteliales, macréfagos, células
dendriticas y linfocitos. La mayoria de estos componentes celulares poseen un
alto grado de diferenciacion celular, excepto las DPSC que son consideradas
células madre adultas multipotenciales. Ademas, en la pulpa dental aparecen
vasos sanguineos e inervaciones nerviosas, que se encargan de la irrigacion y
la inervacion del diente (Liu, Gronthos et al. 2006, Gomez de Ferraris and
Campos Munoz 2009).
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Figura 7. Esquema de la estructura histolégica de un diente y de las células madre

mesenquimales de la pulpa dental (elaborado en la aplicacion en linea biorender.com).

Las DPSC son células madre mesenquimales que fueron descritas por primera
vez en el afio 2000 por Gronthos (Gronthos, Mankani et al. 2000), y desde
entonces, multiples trabajos de investigacion han demostrado que se tratan de
células con una alta capacidad de proliferacion y de diferenciacion (Martin-
Piedra, Garzon et al. 2014, Martin-Piedra, Alfonso-Rodriguez et al. 2019).
Ademas, este tipo celular tiene una gran aplicacion en los protocolos de IT en la
actualidad, ya que trabajos previos han demostrado su capacidad de desarrollar
tejidos mineralizados tanto en cultivo in vifro, como en procesos in vivo
(Gronthos, Mankani et al. 2000, Seo, Miura et al. 2004).

2.2.2. Moléculas de senalizacion

En el desarrollo de tejidos artificiales las moléculas de sefalizacion son un pilar
fundamental, ya que promueven la activacion de distintos procesos celulares
(Campos 2004). Las moléculas de sefializacidn tienen una importante funcion en
la comunicacion intercelular, dado que pueden influir y modificar el
comportamiento celular a través de la union a receptores especificos y la
activacion de complejas cascadas de sefalizacion (Kierszenbaum and Tres
2015). En concreto, las moléculas de sefalizacion permiten la activacion de
diferentes mecanismos moleculares y biolégicos que permiten el desarrollo de

50



complejos procesos como son la division, la migracién, la diferenciacion, el
mantenimiento del fenotipo e incluso la activacién de la muerte celular mediante
apoptosis (Campos, Bonhome-Espinosa et al. 2018, Shen, Guerra-Librero et al.
2018, Bonhome-Espinosa, Campos et al. 2020). De este modo, el desarrollo
coordinado de los procesos de sefalizacidn celular permite la correcta
configuracion de la estructura histolégica y funcional de los tejidos (Campos
2004, Mills 2012, Kierszenbaum and Tres 2015).

En este sentido, los estudios mas recientes de los ultimos afios han permitido
describir las diferentes moléculas de sefalizacion existentes y las vias en las que
intervienen dichas moléculas para inducir el desarrollo y regeneracién de los
tejidos (Geneser 1993, Mills 2012, Kierszenbaum and Tres 2015). Dado que
muchos de los eventos del desarrollo embrionario tienen lugar durante este
complejo proceso, su conocimiento y entendimiento es crucial para poder
realizar el correcto disefio de nuevas estrategias que permitan el desarrollo de
protocolos de IT mas efectivos (Herbert and Stainier 2011). La utilizacion de las
moléculas de sefalizacion en IT se ha realizado a través de tres estrategias de
biofabricacion de tejidos artificiales. La primera de ellas esta enfocada a la
incorporacion de moléculas de sefnalizacion en el medio de cultivo, y es la que
ha sido empleada en la presente Tesis Doctorl. La segunda persigue la
combinacion de las moléculas de sefnalizacion con biomateriales y finalmente, la
tercera estrategia propone la encapsulacion o el recubrimiento de nanoparticulas
con moléculas de sefalizacién (Chiu and Radisic 2010, Bonhome-Espinosa,
Campos et al. 2017, Cheng, Qu et al. 2017).

Con respecto a la combinacién de biomateriales el objetivo fundamental es la
funcionalizacion de los biomateriales. En el caso de la encapsulaciéon o el
recubrimiento, aparte de funcionalizar, el objetivo es la liberacion controlada de
las moléculas de senalizacion. En este sentido, estudios recientes han
combinado ambos mecanismos, la funcionalizacion del biomaterial y el
encapsulamiento de las moléculas de senalizacion, con el fin de obtener
gradientes de liberacion diferentes de distintas moléculas de sefializacion lo que
permite la generacién de un microambiente en el tejido huésped mucho mas

controlado (Chiu and Radisic 2010, Anisimov, Tvorogov et al. 2013).
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2.2.3. Biomateriales

Una vez descritas las células y las moléculas de sefalizacion, se procedera a
describir la ultima herramienta fundamental de la IT, los biomateriales. Los
biomateriales proveen un sustrato para la proliferacion y diferenciacion de las
células. Ademas, juegan un papel muy importante, ya que pretenden imitar la
MEC de los tejidos nativos. Los biomateriales, por tanto, deben aportar soporte
estructural, tridimensionalidad y propiedades biomecanicas que permitan el
correcto funcionamiento de los tejidos artificiales (Griffith and Naughton 2002).

Los biomateriales empleados en IT deben cumplir una serie de requisitos
basicos; biocompatibilidad, biodegradacion, soporte estructural, facilidad de
sintesis y reproducibilidad (Jorgensen, Yoo et al. 2020, Brassolatti, Bossini et al.
2021, Yang, Campbell Ritchie et al. 2021, Zhao, Shen et al. 2021). En primer
lugar, los biomateriales deben ser biocompatibles con las células y el nicho
receptor, es decir, no deben ocasionar ningun tipo de citotoxicidad y deben
promover las principales funciones celulares (Williams 2008, Carriel, Alaminos et
al. 2014, Jin, Shi et al. 2021, Johari, Khodaei et al. 2022). En segundo lugar,
deben ser biodegradables, esto quiere decir que deben ser quimica y
estructuralmente estables durante todo el proceso, tener propiedades
biomecanicas y morfolégicas adecuadas, y en algunos casos, pueden estar
sujetos a un proceso de degradacion controlado (lonescu, Alaminos et al. 2011,
Scionti, Moral et al. 2014, Carriel, Scionti et al. 2017). En tercer lugar, los
biomateriales deben proveer de un soporte estructural a las células, en este
sentido la organizacion tridimensional debe ir orientada a imitar la estructura de
la MEC de un tejido nativo (Hutmacher, Goh et al. 2001, Williams 2019). De
hecho, trabajos previos han demostrado que la rigidez y la elasticidad son
propiedades que pueden afectar significativamente al potencial de regeneracion
de los tejidos artificiales, ademas de alterar la viabilidad celular (Kim, Ferguson
et al. 2016). Por ultimo, otra de las propiedades fundamentales que debe de
tener un biomaterial es ser facil de sintetizar en el laboratorio y tener un alto
grado de reproducibilidad biolégica (Lanza, Langer et al. 2020). Todo ello hace
que el control de las propiedades biomecanicas sea uno de los requisitos mas
importantes de los biomateriales que se emplean para la generacion de tejidos
artificiales y sean por tanto, las propiedades biomecanicas abordadas con
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especial interés en la presente Tesis Doctoral. Del mismo modo, cada aplicacion
especifica debe tener en cuenta las distintas propiedades biomecanicas de cada
material (Carletti, Motta et al. 2011).

El impacto bioldgico de un biomaterial en la funcién celular viene dado por su
naturaleza quimica. Aunque hasta la fecha no existe una clasificacion universal
que englobe a todos los biomateriales utilizados en IT, existen diversos criterios,
siendo el mas empleado aquel que permite determinar su impacto biolégico
obedeciendo a la naturaleza del biomaterial. En este sentido, los biomateriales
se clasifican en naturales, sintéticos o hibridos (Binyamin, Shafi et al. 2006,
Carriel, Alaminos et al. 2014).

Los biomateriales naturales proceden fundamentalmente de matrices
extracelulares o productos naturales, algunos ejemplos son el colageno, el
quitosano, la fibrina y la agarosa. Estos dos ultimos utilizados en la presente
Tesis Doctoral para la generacion de modelos mejorados de mucosa oral
humana. En general, estos biomateriales se caracterizan por su alto grado de
biocompatibilidad y biodegradabilidad, motivo por el que suelen ser los mas
utilizados en protocolos de IT. Sin embargo, su estabilidad mecanica suele ser
muy variable, siendo el control de sus propiedades biomecanicas (modulo de
Young, carga a la rotura, deformacion a la fractura) un desafio en la actualidad
y motivo de estudio de esta Tesis (Gu, Ding et al. 2014, Scionti, Moral et al. 2014,
Carriel, Scionti et al. 2017, Lanza, Langer et al. 2020).

La fibrina es una proteina que se elabora a partir del fibrindgeno, la cual participa
en la hemostasis y la coagulacion. El proceso de escision del fibrinbgeno en
monomeros de fibrina es llevado a cabo por la trombina. Los oligdmeros
resultantes, se alargan en protofibrillas, que se agregan lateralmente para formar
fibras, que posteriormente se agregan y ramifican para dar lugar a una red
tridimensional (Mosesson 2005, Shirure and George 2017). Cabe destacar que
la fibrina se encuentra entre uno de los biomateriales mas prometedores en el
ambito de la IT, debido a su accesibilidad y propiedades bioldgicas unicas. Esta
proteina tiene la capacidad de formar matrices porosas tridimensionales
bioactivas capaces de promover el crecimiento y la diferenciacion celular (Rojas-
Murillo, Simental-Mendia et al. 2022). Otra importante ventaja de este biomaterial
es su facil obtencion a partir de la sangre de pacientes, lo que permite eliminar
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el riesgo de rechazo inmunitario y reduce los costes de fabricacion (Breen,
O'Brien et al. 2009). Hasta la fecha, este prometedor biomaterial ha sido
empleado para la generacion de numerosos tejidos artificiales, como hueso
(Cassaro, Justulin et al. 2019), cartilago (Barbon, Stocco et al. 2019, Rojas-
Murillo, Simental-Mendia et al. 2022) y piel (Shao, Lyu et al. 2021), entre otros.
Sin embargo, las propiedades biomecanicas de los hidrogeles sintetizados a
partir de la fibrina, junto con la rapida tasa de degradacion una vez son
implantados in vivo, hacen necesaria la mejora de las propiedades intrinsecas

de este biomaterial para superar estas limitaciones (Noori, Ashrafi et al. 2017).

Otro biomaterial de origen natural que ha sido ampliamente utilizado en
protocolos de IT para la generacion de tejidos y 6rganos son los polisacaridos
marinos, como la agarosa (Sun, Ma et al. 2021). Las propiedades inherentes a
estos productos marinos, como la biodegradabilidad y la biocompatibilidad,
hacen de la agarosa un producto idoneo para su uso en la generacién de tejidos
artificiales. Este polisacarido natural presenta propiedades autogelificantes
controladas, alta biocompatibilidad y solubilidad en agua. Ademas, ha sido
demostrada su capacidad para potenciar la proliferacion y actividad celular
(Salati, Khazai et al. 2020).

Hasta la fecha varios tipos de agarosas han sido descritas, y recientemente el
grupo de investigacion de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada ha
demostrado que la concentracion y el tipo especifico de agarosa empleado en
los protocolos de biofabricacion puede influir significativamente en las
propiedades biomecanicas, ademas de en las funciones bioldgicas y la
biocompatibilidad in vivo del biomaterial (Irastorza-Lorenzo, Sanchez-Porras et
al. 2021). Debido a esto, se deben de emplear concentraciones y tipos
especificos de agarosas segun la aplicacidon concreta que se deseé.

Por otro lado, los biomateriales sintéticos son principalmente polimeros de
naturaleza quimica, como por ejemplo el acido polilactico (PLA) o el poliuretano.
La principal ventaja de los biomateriales sintéticos es que se pueden regular sus
parametros estructurales, ademas de su estabilidad quimica y mecanica
(Binyamin, Shafi et al. 2006, Gu, Ding et al. 2014). No obstante, muchos de estos
biomateriales, aunque catalogados como biocompatibles, pueden liberar
sustancias toxicas durante el proceso de biodegradacion, lo que dificulta su uso
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en protocolos de IT. Para solventar este problema los biomateriales sintéticos
suelen combinarse con biomateriales naturales, que presentan propiedades

celulares mas adecuadas, surgiendo los biomateriales hibridos.

Los biomateriales hibridos combinan diferentes tipos de materiales para
aprovechar las principales ventajas de cada uno de ellos. Estos biomateriales
han sido utilizados en protocolos de IT para mejorar la biocompatibilidad, la
funcionalidad y la eficacia de los tejidos artificiales. Un ejemplo de biomaterial
hibrido es la combinacion de ceramicas con polimeros como es el caso de la
combinacion de hidroxiapatita con polimeros de acido polilactico para la
regeneracion de tejido 6seo (He, Hu et al. 2021, Zhang, Chen et al. 2022). Otro
ejemplo son los hidrogeles combinados con nanoparticulas. Como se ha
mencionado previamente las moléculas de sefalizacién pueden encapsularse o
recubrir nanoparticulas con el fin de controlar su liberacion. Con el fin de
regenerar tejido nervioso mediante técnicas de IT se han usado hidrogeles de
colageno funcionalizados con nanoparticulas de oro (Vijayavenkataraman, Vialli
et al. 2019).

En este sentido, no existe un biomaterial ideal para la fabricacién de todos los
tejidos, sino que la combinacion de algunos elementos quimicos suele ser una
de las estrategias que reporta mejores resultados en este campo y permite

optimizar los mismos biomateriales para aplicaciones especificas en IT.

2.3. Perspectivas futuras de la Ingenieria Tisular

En la actualidad, la IT es un area de la medicina que ha permitido una alternativa
para el tratamiento de diferentes patologias que hasta la fecha requerian el uso
de tejidos u o6rganos procedentes de donantes (Gonzalez-Quevedo, Sanchez-
Porras et al. 2022, Garcia-Garcia, El Soury et al. 2023). Siendo uno de los
principales problemas de estos tratamientos, la escasez de donantes. Este
hecho, constituye un reto evidente en la fabricacion de tejidos artificiales, el cual
se podria minimizar con el uso de fuentes celulares alternativas, como las células

madre de tipo alogénico.

Otro de los grandes retos a los que se enfrenta la IT en la actualidad para lograr
una correcta translacion clinica de los tejidos artificiales es lograr la conexion

vascular del sustituto artificial con el sistema circulatorio del huésped. De este
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modo, estudios recientes han demostrado que las sehales moleculares son
imprescindibles para desarrollar una red vascular en el sustituto artificial
generado mediante técnicas de IT. Estas redes vasculares dependen de
diferentes rutas metabdlicas que se pueden activar con marcadores vasculares
como VEGF, PDGF, TGF-3, Angiopoietina-1 y 2, etc (Kim, Hou et al. 2016,
Rouwkema and Khademhosseini 2016, Blanco-Elices, Chato-Astrain et al.
2021). Este es un tema de gran importancia que se tratara con mayor
profundidad en los siguientes apartados de la presente Tesis Doctoral.

No menos importante, es la optimizacion de los biomateriales utilizados en el
proceso de biofabricacion de los tejidos artificiales. Este hecho se constituye
como otro importante reto para la translacion clinica, ya que mejora las

condiciones de manipulacion, implantacion y biomimeticidad de los tejidos.

En este sentido, la finalidad ultima de la generacion de cualquier nuevo tejido
artificial mediante técnicas de IT es lograr su plena integracién en la estructura
deseada del cuerpo humano (Bryan, Ahswin et al. 2014, Blanco-Elices, Morales-
Alvarez et al. 2023). Para ello se requiere una intervencion quirurgica, asi como
la posterior aceptacion biolégica del nuevo tejido en el cuerpo del receptor (Sipe
2002).

La busqueda de una translacion clinica de los tejidos artificiales segura, sumado
a la reciente consideracién de los productos de IT como medicamentos, ha
generado la necesidad de desarrollar controles de calidad mas exhaustivos que
permitan examinar cada una de las etapas que conlleva el proceso de

biofabricacion de estos nuevos tejidos con gran precision.

Esta reciente consideracion como medicamento conlleva una serie de nuevos
controles de calidad, de acuerdo con las ultimas normativas europeas y de otros
paises. Los controles de calidad deben de llevarse a cabo no solo para conseguir
su aprobacién, sino para realizar un seguimiento exhaustivo de cada una de las
etapas de su fabricacion y asi asegurar que todo el proceso se ha llevado a cabo
bajo estrictas condiciones de calidad farmacéutica, las cuales son
imprescindibles debido a que la finalidad del producto es un uso terapéutico en
pacientes humanos (Directiva Europea 2003/63/EC) (Reglamento 1394/2007)
(Directiva 2009/120/CE) (Cuende and lzeta 2010, Cuende, Rico et al. 2012,
Cuende 2013).
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3. Ingenieria Tisular de la mucosa oral

A pesar de su importante caracter funcional dentro de la cavidad oral humana,
la mucosa oral puede verse afectada por un gran numero de patologias, entre
las que podemos incluir traumatismos, tumores, infecciones o enfermedades
autoinmunes, entre otras muchas (Gonzalez-Serrano, Serrano et al. 2016). De
hecho, los tumores de la cavidad oral, especialmente los carcinomas
epidermoides asociados a personas fumadoras, los sarcomas intraorales y los
melanomas (Feller, Khammissa et al. 2017) son patologias muy prevalentes en
la sociedad actual que causan un gran gasto sanitario y un enorme impacto
social. Actualmente, el tratamiento de todas estas patologias que afectan a la
mucosa oral requiere del uso de injertos y colgajos para la reparacion de la
lesion, siendo muy frecuente tener que recurrir a tejidos extraorales como son la
piel o incluso fragmentos de tubo digestivo del propio paciente, los cuales son
poco accesibles y suelen generar numerosos problemas cuando se implantan
en la cavidad oral (Alaminos, Garzon et al. 2007, Sanchez-Quevedo, Alaminos
etal. 2007, Wolff, Farre-Guasch et al. 2016). Por todo ello, es necesario continuar
con la investigacion de nuevos tratamientos y fuentes alternativas de mucosa
oral que puedan ser utilizadas para la reparacion de todas estas lesiones
(Garzon, Miyake et al. 2013).

En este sentido, dentro del campo de la odontologia, la medicina regenerativa
ha avanzado en el tratamiento de patologias complejas en las que la mucosa
oral y los tejidos dentales se han visto gravemente afectados o incluso se han
perdido (Larsson, Decker et al. 2016, Fagogeni, Metlerska et al. 2019). Una de
las areas mas prometedoras de la medicina regenerativa es la IT, cuyas técnicas
han permitido la generacidon de nuevos tejidos artificiales, los cuales tienen una
alta aplicacién clinica, incluyendo la mucosa oral humana (Garzon, Sanchez-
Quevedo et al. 2009, Blanco-Elices, Espana-Guerrero et al. 2020). Ademas, la
mucosa oral humana generada mediante protocolos de IT podria ser empleada
para la reparacion de otros tejidos extraorales como son la cérnea o la uretra,
como se ha demostrado en trabajos previos (Martin-Cano, Garzon et al. 2013,
Browne and Vanni 2017).
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En los ultimos 50 afios, se han desarrollado diversos tipos de sustitutos de
mucosa oral humana mediante distintos protocolos de IT para su uso en
pacientes con patologias que afectan la mucosa oral (Bykov 2010, Kinikoglu,
Damour et al. 2015).

Uno de los primeros modelos de mucosa oral artificial generados fue a partir de
la biofabricacion de laminas epiteliales, que se desarrollé a partir del cultivo in
vitro de laminas de células epidémicas autdlogas obtenidas a partir de pequefias
biopsias (Nakamura, Endo et al. 2003, Imaizumi, Asahina et al. 2004, Kinikoglu,
Damour et al. 2015). Las laminas de células epidérmicas habian mostrado
resultados previos muy prometedores en el tratamiento de defectos cutaneos
causados por quemaduras graves, Ulceras, etc (Turksen 2018). Sin embargo, los
principales defectos de estos sustitutos para el tratamiento de defectos en la
mucosa oral humana era su fragilidad, la dificultad en la manipulacion y su baja
tasa de integracion (Feinberg, Aghaloo et al. 2005). Para intentar superar estas
limitaciones surgieron los sustitutos de mucosa oral que incluian el tejido

conectivo, denominados de espesor total.

Los sustitutos de mucosa oral humana de espesor total facilitan la adherencia y
maduracion del injerto epitelial debido a la presencia de un tejido conectivo,
como ha sido demostrado previamente (Wood, Kolybaba et al. 2006, Fang,
Lineaweaver et al. 2014). Esta mucosa oral humana artificial es mas facil de
manipular y permite rellenar defectos mas profundos. En este sentido, el primer
equivalente de mucosa oral humana se generd usando una capa estratificada
continua de queratinocitos orales humanos cultivados sobre una matriz dérmica
humana cadavérica (Izumi, Takacs et al. 1999). Posteriormente, se generaron
sustitutos de mucosa oral humana de espesor total con distintas poblaciones
celulares, lo que permitié obtener un alto grado de diferenciacion y resistencia
para la evaluacion histolégica (Moriyama, Asahina et al. 2001, Rouabhia and
Deslauriers 2002, Igarashi, Irwin et al. 2003). Es importante resaltar que en los
ultimos afnos los sustitutos de mucosa oral también han sido utilizados con éxito
en la reconstruccion de defectos en la uretra (Selim, Bullock et al. 2011,
Kinikoglu, Rovere et al. 2012, Martin-Cano, Garzon et al. 2013).

En este sentido, los equivalentes de la mucosa oral humana han sido utilizados

como modelos in vitro, para el estudio de patologia de la mucosa oral humana
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(Kulasekara, Lukandu et al. 2009) o en pruebas toxicolégicas y farmacoldgicas
de productos para el cuidado bucal (Koschier, Kostrubsky et al. 2011) y
clinicamente, para el tratamiento de defectos orales (Yoshizawa, Koyama et al.
2012). Sin embargo, la mucosa oral humana es un tejido muy vascularizado y la
implantacion de sustitutos artificiales puede fracasar debido a la falta de
vascularizacion. En este sentido, en los ultimos afios los nuevos protocolos de
IT se han centrado en la generacién de sustitutos de mucosa oral humana
prevascularizados (Zuk, Zhu et al. 2001, Lee, Kim et al. 2017, Lee, Shin et al.
2018).

Hasta la fecha, diferentes estrategias han sido desarrolladas para inducir y
promover la formacién de nuevos vasos sanguineos en los tejidos artificiales,
como es la incorporacion de células endoteliales, principalmente células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) (Perez-Amodio, Tra et al.
2011, Frueh, Menger et al. 2017). Las técnicas de cocultivo de células
endoteliales con células estromales, en la mayoria de los casos células madre
mesenquimales, ha sido una de las técnicas mas utilizadas para la obtencion de
redes vasculares (Smirani, Remy et al. 2020). Otra estrategia en la que se
emplean las células endoteliales para vascularizar mucosa oral humana artificial
consiste en inducir un procedimiento de hipoxia en los sustitutos artificiales
cultivados in vitro, lo que mejoraba la capacidad de proliferacion y migracion
celular de las células endoteliales (Perez-Amodio, Tra et al. 2011). Sin embargo,
la utilizacion de condiciones de hipoxia durante un periodo prolongado de tiempo
en los cultivos in vitro pueden ocasionar efectos opuestos, como la disfuncion de
los fibroblastos, ademas de un descenso en la migracion y proliferacion de los
queratinocitos (Masson-Meyers and Tayebi 2021).

La funcionalizacion de los biomateriales con moléculas de sefalizacién que
inducen el proceso de angiogénesis en los tejidos artificiales generados se ha
postulado como otra estrategia prometedora para la vascularizacién de mucosa
oral humana artificial (llamaran, Sundarapandian et al. 2020). En este sentido,
para obtener la liberacion sostenida de las moléculas proangiogénicas y lograr
concentraciones de rango deseado se emplean biomateriales porosos o
nanoparticulas inmersas en el biomaterial, que permiten una liberacion local
lenta (Sarker, Chen et al. 2015, Boccardo, Gaudiello et al. 2016, Gaudiello, Melly
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et al. 2017). En un estudio de 2014, se desarrollé un gel de fibrina que permitia
la liberacion controlada de factor de crecimiento endotelial de vena (VEGF), con
el que se pudo demostrar que la liberacién controlada de VEGF inducia un
proceso de angiogénesis estable y funcional (Sacchi, Mittermayr et al. 2014).

Es importante poner de relieve que los injertos autdlogos de mucosa oral
humana, a pesar de ser el criterio de referencia para el tratamiento de muchas
patologias, presentan importantes limitaciones en cuanto al proceso de
revascularizacion y morbilidad de las zonas donantes. Con el fin de ofrecer una
nueva estrategia, en la presente Tesis Doctoral se ha desarrollado un modelo
mejorado de mucosa oral humana utilizando distintos tipos de MSC, en concreto,
ADSC, BMSC y DPSC.

Las MSC han sido usadas con anterioridad en protocolos de IT debido a sus
importantes propiedades inmunosupresoras y antiapoptoticas, como ha sido
mencionado en apartados anteriores de la presente Tesis Doctoral. Ademas, es
importante destacar que algunos autores han demostrado que las MSC son
capaces de expresar varias moléculas de sefalizacion proangiogénicas, como
por ejemplo VEGF, que como se ha sido descrito anteriormente, acelera y facilita
la vascularizacion de los nuevos tejidos artificiales tras su implantacién (Kelm,
Diaz Sanchez-Bustamante et al. 2005, Sun, Abelson et al. 2019). Estas
propiedades provasculogénicas de las MSC las hacen unas excelentes
candidatas para la vascularizacion de nuevos tejidos artificiales (Egana, Fierro
et al. 2009, Jang, Kim et al. 2020).

Es importante tener en cuenta que, como autores previos han demostrado, los
diferentes tipos de MSC del cuerpo humano son muy heterogéneos entre si (Afra
and Matin 2020). Debido a esto, en la presente Tesis Doctoral se ha llevado a
cabo un exhaustivo estudio para determinar el potencial de vascularizacién in
vitro de las diferentes fuentes de MSC humanas (ADSC, BMSC, DPSC)
utilizadas para la generacion de sustitutos mejorados de mucosa oral humana
prevascularizados. Ademas, las MSC han demostrado tener capacidad de
diferenciacion a linajes vasculares, lo que ha permitido evaluar la posibilidad de
inducir una rapida vascularizacion y biointegracién tras su implantacion en
animales de experimentacion in vivo. Uno de los mayores intereses de la

presente investigacion se debe a que el papel provasculogénico de las MSC
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humanas no ha sido demostrado previamente en el ambito de la cirugia oral y
maxilofacial. En este sentido, el uso de las células MSC para la generacion de
sustitutos de la mucosa oral humana con un potencial de vascularizacion
mejorado podria ser un enfoque importante para el tratamiento de pacientes con
deficiencias en la mucosa oral, pudiendo mejorar significativamente las

estrategias terapéuticas actuales.
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HIPOTESIS
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El reciente desarrollo durante los ultimos afos de métodos y técnicas de cultivo
celular y de generacion de biomateriales, ademas de nuevos protocolos en el
ambito de la Ingenieria Tisular ha permitido que la generacion de tejidos
artificiales sea una potencial herramienta con utilidad clinica para su uso como
producto de Terapias Avanzadas. En este sentido, el grupo de investigacion de
Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada, CTS-115, donde la doctoranda
ha desarrollado la presente Tesis Doctoral trabaja en la optimizacion de nuevos
procesos de biofabricacion de substitutos de mucosa oral humana para contribuir
a la obtencion de nuevos sustitutos funcionalizados cuya composicion molecular
y bioquimica tenga una mayor analogia a la del tejido nativo que los tejidos

artificiales generados hasta el momento.

A pesar de los importantes avances en el desarrollo de modelos artificiales de
mucosa oral humana mediante técnicas de Ingenieria Tisular, el desarrollo de un
modelo de mucosa oral humana con propiedades biomecanicas éptimas y con
un inherente potencial vascular supone un reto para la Ingenieria Tisular de la

region oral y maxilofacial.

En este sentido la Ingenieria Tisular, ofrece una alternativa terapeéutica
prometedora mediante la utilizacion de células, biomateriales y moléculas de
sefalizacion. Los recientes avances en Ingenieria Tisular de la mucosa oral se
centran en la optimizacion de los biomateriales y la generacién de mucosa oral
humana con potencial vasculogénico. Uno de los principales retos en este campo
es aumentar el grado de biomimeticidad de los modelos artificiales con la mucosa
oral nativa, asi como generar modelos de mucosa oral prevascularizados que

incrementen el proceso de biointegracion y regeneracién de los tejidos.

Por este motivo, la fabricacion de modelos mejorados de mucosa oral artificial
humana basados en la utilizacion de nuevos biomateriales y la incorporacion de
progenitores vasculares obtenidos a partir de MSC supone un avance en los

procesos de biointegracion y regeneracion de la mucosa oral humana.

La futura aplicacién clinica de los modelos mejorados de mucosa oral humana
supondria un importante impacto sanitario y por tanto, una mejora en la calidad

de vida de los pacientes.
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OBJETIVOS
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1. Objetivo general

El objetivo de la presente Tesis Doctoral es elaborar y evaluar nuevos modelos

biomiméticos, estructurales y biomecanicos de distintos tipos de mucosa oral

artificial para su posible utilizacion en la clinica.

2. Objetivos especificos

Mejorar el biomaterial para la optimizacion de sus propiedades

biomecanicas mediante la utilizacion de nuevos tipos de agarosas.

Generar nuevos modelos de mucosa oral artificial humana utilizando
cultivos de células de la mucosa oral humana y los biomateriales

optimizados en el objetivo anterior.

Funcionalizar la mucosa oral artificial humana mediante la incorporacién
de progenitores vasculares obtenidos a partir de nuevas fuentes celulares
transdiferenciadas hacia la estirpe endotelial para favorecer Ia

vascularizacién y, por tanto, la biointegracion del sustituto de mucosa oral.

Evaluar in vitro e in vivo los nuevos modelos de mucosa oral artificial
humana generados a partir de los nuevos biomateriales y fuentes
celulares con el objeto de identificar los prototipos mas biomiméticos de
los distintos tipos de mucosa oral humana (de revestimiento y

masticatoria).
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1. Optimizacién de nuevos biomateriales para la
fabricacion de modelos mejorados de mucosa oral

humana

1.1. Generaciéon de nuevos modelos mejorados de mucosa

oral humana usando nuevos tipos de agarosas

Con el fin de optimizar las propiedades biomecanicas del biomaterial de fibrina y
agarosa previamente desarrollado por el grupo de Ingenieria Tisular de la
Universidad de Granada CTS-115, se generaron seis grupos experimentales,
cinco grupos estaban formados por la combinacion de biomateriales fibrina y
distintos tipos de agarosas (F-D1LE, F-D2LE, F-LM, F-MS8 y F-D5) y un grupo
control elaborado a partir de fibrina (FIB). Todas las agarosas utilizadas en la
presente Tesis Doctoral fueron suministradas por la empresa Hispanagar de
Burgos, Espafia.

Para la generacion de los cinco primeros grupos experimentales (F-D1LE, F-
D2LE, F-LM, F-MS8, F-D5) se mezclaron 760 pyL de plasma humano, 75 uL de
medio de cultivo Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM) (Merck Life
Science, St. Louis, MO, EE. UU.) enriquecido con 5x10? fibroblastos humanos,
15 uL de acido tranexamico (Amchafibrin™ 5 mg/mL, MEDA Pharma SL, Madrid,
Espana), 50 pyL de CaCl; al 2% (Merck) y 100 L de cada tipo de agarosa (D1LE,
D2LE, LM, MS8, D5) disueltas en solucion salina (Merck) a cuatro
concentraciones diferentes (0,05%, 0,1%, 0,2% y 0,3% p/v).

Finalmente, como grupo control se elaboré un biomaterial a base de fibrina sin
agarosa, el cual se denomin6 grupo FIB. En este caso, se llevo a cabo una
mezcla de 760 uL de plasma humano, 75 pL de medio de cultivo DMEM (Merck
Life Science, St. Louis, MO, EE. UU.) enriquecido con 5x10° fibroblastos
humanos, 15 uL de acido tranexamico, 50 uL de CaCl, al 2% y 100 pL solucion

salina.

En todos los casos, los diferentes grupos experimentales se mantuvieron en
cultivo en placas de seis pocillos (Corning Life Sciences, Corning, NY, EE. UU.)
y se incubaron en condiciones de cultivo celular estandar a 37°C para favorecer
la polimerizacion y gelificacion de los biomateriales. Posteriormente, todos los
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biomateriales optimizados fueron extraidos de las placas de cultivo y sometidos
al proceso fisico de compresioén plastica denominado nanoestructuracion. Este
proceso consistio en aplicar 200 g de peso de forma individual en cada hidrogel
durante 3 minutos con el fin de eliminar gran cantidad del agua y generar nuevos
enlaces que mejoren las propiedades mecanicas de los sustitutos (lonescu,
Alaminos et al. 2011, Scionti, Moral et al. 2014, Carriel, Scionti et al. 2017).

1.2. Evaluacion biomecanica de los nuevos modelos
mejorados de mucosa oral humana usando nuevos tipos de

agarosas

Una vez llevado a cabo el proceso de nanoestructuracion, se realizé un corte de
3 cm de longitud y 1 cm de anchura en cada muestra y se fijo a las placas del
analizador biomecanico Modelo 5943 (Nowood, MA, EE. UU.). Posteriormente,
se analizaron empleando el software BlueHill 3 Material Testing. En este
proceso, las muestras se sometieron a un esfuerzo de tension controlado con
una velocidad de deformacion constante de 5 mm/min hasta la fragmentacion
del biomaterial. Con esta informacién se calculé el médulo de Young como el
modulo tangente de la porcion lineal de la curva tension-deformacion. Por otro
lado, la carga a la rotura se midi6 como la fuerza a la que el material se
fragmento, mientras que la deformacion a la fractura se calculd seleccionando el
punto de la curva tension-deformacion en el que se produjo esta fractura. Todas
las muestras se midieron utilizando exactamente las mismas condiciones, y se

analizaron 6 muestras de cada tipo (n=6).

El analisis cuantitativo y estadistico se llevd a cabo mediante la medicion de los
parametros biomecanicos de las muestras analizadas. Asimismo, se calculé el
valor promedio y la desviacidn estandar de los grupos globales de las muestras
(por ejemplo, todas las muestras que contenian un tipo especifico de agarosa,
independientemente de la concentracion). A continuacion, se analizé6 cada
variable mediante la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de
cada distribucién. Como las distribuciones no cumplian los criterios de
normalidad y parametricidad, se empled la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney.
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2. Obtencién de cultivos celulares para la generacién de

modelos mejorados de mucosa oral humana

2.1. Fibroblastos de mucosa oral humana

Con el objetivo de generar un tejido conectivo artificial mejorado de mucosa oral
humana, se llevé a cabo el aislamiento de fibroblastos de mucosa oral humana
(HFOM). Para llevar a cabo este proceso, se obtuvieron pequefias biopsias de
mucosa oral de donantes sanos sometidos a una cirugia oral menor con
anestesia local. En primer lugar, las biopsias fueron trasportadas al laboratorio
en medio de transporte constituido por DMEM suplementado con un 2% de
antibidticos y antimicoticos (100 U/mL de penicilina G, 100 mg/mL de
estreptomicina y 0,25 mg/mL de anfotericina B) (Merck). Una vez recibidas las
biopsias en el laboratorio, se llevaron a cabo tres lavados en solucién salina.
Posteriormente, se realizé una digestion enzimatica del estroma utilizando una
solucion de 2 mg/mL de colagenasa tipo | de Clostridium histolyticum (Gibco-
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a 37°C durante 6 horas con
agitacion para su posterior centrifugacion y cultivo celular. Los cultivos primarios
de HFOM se cultivaron en DMEM, el cual fue suplementado al 10% con suero
bovino fetal (SBF; Merck) y 1% de antibidticos y antimicéticos. Para el cultivo de
estas células se emplearon frascos de cultivo de 75 cm? (Sarstedt, Nimbrecht,
Alemania).

2.2. Células madre mesenquimales humanas

Para generar modelos mejorados de mucosa oral humana previamente
vascularizados, se requirié del uso de MSC. Estas células madre se obtuvieron
de pequenas biopsias humanas de tejido adiposo, médula ésea y pulpa dental.
Las biopsias de tejido adiposo provenian de grasa inguinal. Las muestras
llegaron al laboratorio en medio de transporte (DMEM suplementado con un 2%
de antibidticos y antimicoticos). Tras realizarse tres lavados con solucion salina,
se realizd una digestion enzimatica con colagenasa tipo | de Clostridium
histolyticum a 37°C durante 6 horas con agitacion. La suspension celular
resultante se centrifugo y cultivo en DMEM suplementado al 10% con SBF y 1%
de antibidticos y antimicoticos (Dori, Petrakis et al. 2017).
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Por otro lado, para la obtencion de BMSC se extrajo la médula 6sea de
fragmentos de fémur realizando lavados con DMEM suplementado al 10% con
SBF y 1% de antibidticos y antimicoticos. La suspension resultante se centrifugd
y se cultivo en medio DMEM suplementado como ha sido descrito previamente
(Cejka, Cejkova et al. 2016).

Por ultimo, las células de la pulpa dental humana se obtuvieron de terceros
molares sin patologia pulpar o periodontal extraidos por prescripcion dental
(Garzon, Martin-Piedra et al. 2018, Martin-Piedra, Alfonso-Rodriguez et al. 2019).
Para obtener las DPSC se realizé una digestion enzimatica siguiendo los pasos
que se ha descrito previamente para los HFOM y las ADSC. Una vez obtenidas
las células se cultivaron en DMEM suplementado al 10% con SBF y 1% de

antibidticos y antimicoticos
2.3. Células endoteliales de la vena umbilical humana

Con el objetivo de verificar el potencial de vascularizacion de las MSC, las células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) fueron utilizadas como
control en la generacion de modelos mejorados de mucosa oral humana. Las
HUVEC se obtuvieron comercialmente de la American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, EE. UU.).

Las células HUVEC se cultivaron en medio de cultivo de crecimiento endotelial
(Merck), un medio con bajo contenido en suero (2% V/V) previamente optimizado

para el cultivo de células endoteliales de grandes vasos sanguineos.

En todos los casos descritos previamente, las células fueron cultivadas a 37°C
en un incubador humificado con un 5% de CO2, empleando condiciones de
cultivo celular estandar. EI medio de cultivo se cambi6 cada 2-3 dias y una vez
las células alcanzaban el 70% de confluencia, se disociaron empleando una
solucion de tripsina-acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,25% (Merck).
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3. Caracterizacién de las células madre mesenquimales

mediante citometria de flujo e histoquimica

Con el objetivo de determinar el perfil de indiferenciacion de las MSC empleadas
en la presente Tesis Doctoral, se llevé a cabo un ensayo de citometria de flujo
para estudiar los marcadores de superficie presentes en las MSC (ADSC, BMSC
y DPSC). Para llevar a cabo la técnica de citometria de flujo se empleé el kit
Human MSC Analysis BD Stemflow™ (BD Biosciences, Lago Franklin, NJ, EE.
UU.). En primer lugar, una vez los cultivos de MSC generados previamente
alcanzaron una densidad celular superior al 80% fueron tripsinizados empleando
tripsina-EDTA al 0,25%. A partir de la suspension celular se prepararon
soluciones con una densidad celular de 5x10° células/mL en tubos de citometria
de flujo de cada tipo celular, ADSC, BMSC y DPSC. A continuacion, todas las
células se lavaron con 2 mL de solucion tamponada (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, EE. UU.) y se bloquearon los receptores Fc incubando las
células durante 5 minutos con 2 mL de solucién salina, la cual contenia 0,1% de
proteina de albumina de suero bovino y 0,1% de SBF. Posteriormente, se llevo
a cabo el marcaje de las células con un coctel positivo de marcadores (APC-
CD73, FITC-CD90 y PerCP-Cy-CD105) y un coctel negativo (PE-CD45, PE-
CD34, PE-CD11b, PE-CD19 y PE-HLA-DR). Las células ADSC, BMSC y DPSC
fueron incubadas durante 45 minutos a 4°C en oscuridad. Una vez que las
células fueron marcadas, se resuspendieron en una solucion tamponada para su

posterior analisis utilizando un citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences).

Por otro lado, para confirmar el perfil de indiferenciacion previamente obtenido
mediante un ensayo de citometria de flujo, se llevo a cabo una diferenciacion
hacia linaje adipogénico, condrogénico y osteogénico de las MSC (ADSC, BMSC
y DPSC) y posteriormente un analisis histoquimico. Para llevar a cabo esto,
todas las células (ADSC, BMSC y DPSC) fueron cultivadas en camaras de cultivo
celular (NuncTM Lab-TekTM Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a
una densidad celular de 5882 células/cm?, empleando DMEM suplementado
durante 24 horas. Una vez las células se adhirieron a la superficie de la camara
de cultivo, el DMEM fue reemplazado por medio de induccion adipogénico,
condrogénico y osteogénico, respectivamente. Para la induccion adipogénica, el
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medio basal se complementé con 1 mM de dexametasona, 0,5 mM de 3-isobutil-
1-metilxantina y 5 mg/mL de insulina-transferrina-selenio (ITS). Por otro lado,
para la induccién condrogénica, se anadieron 40 mg/mL de L-prolina, 100 pg/mL
de piruvato, 10 ng/mL de TGF-3, 50 uM de acido L-ascorbico y 5 mg/mL de ITS.
Por ultimo, para la induccion osteogénica, el medio basal se suplement6 con 100
nM de dexametasona, 10 mM de 3-glicerol fosfato y 50 uM de acido L-ascorbico
(todos los productos de Merck). Todas las células (ADSC, BMSC y DPSC) se
cultivaron en los diferentes medios inductores durante 20 dias (Nieto-Aguilar,
Serrato et al. 2011).

Una vez concluido el periodo de induccién adipogénico, condrogénico y
osteogeénico, todas las células se lavaron con solucion salina y se fijaron en
etanol al 70%. Con el fin de detectar el fenotipo adipogénico, se llevo a cabo la
tincion histoquimica de oil red O (0,7 mg en 100 mL de propilenglicol durante 5
minutos a 60°C). Por otro lado, la diferenciacion condrogénica se confirmo
mediante la tincion de mucopolisacaridos de azul alcian (1% de azul alcian y 3%
de acido acético glaciar, pH 2,5). Por ultimo, la diferenciacion osteoblastica se
detectd con la tincion de alzarin red S (2% durante 5 minutos a temperatura
ambiente) para identificar cualquier signo de mineralizacion. Como controles
técnicos se utilizaron cortes histolégicos de tejido adiposo, cartilaginoso y 6seo
(Nieto-Aguilar, Serrato et al. 2011, Garzon, Perez-Kohler et al. 2012).
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4. Diferenciacion vascular in vitro de células madre

mesenquimales

Con el fin de inducir la diferenciacidon vascular y, por tanto, generar un modelo
mejorado prevascularizado de mucosa oral humana, las ADSC, BMSC y DPSC
previamente caracterizadas, se cultivaron durante 21 dias en un medio de
diferenciacion endotelial. EI medio de diferenciacion endotelial, denominado
medio 199 contenia un 20% de SBF, 1,5% de factor de crecimiento endotelial de
tejido neural bovino, y 1,5% de antibidticos y antimicéticos (todo de Merck). El
medio de diferenciacion endotelial se cambio tres veces a la semana y cuando
las células (ADSC, BMSC, DPSC) alcanzaron la subconfluencia, se llevo a cabo
el proceso de tripsinizacion empleando una solucién de tripsina-EDTA al 0,25%.
Las células inducidas hacia estirpe vascualr se denominaron células
diferenciadas en la presente Tesis Doctoral: dADSC, dBMSC y dDPSC. Por otra
parte, a modo de control, se utilizaron células sin diferenciar, que fueron
mantenidas en medio de cultivo DMEM suplementado al 10% con SBF y 1% de
antibidticos y antimicéticos. Estos grupos control fueron denominados como
células no diferenciadas: ndADSC, ndBMSC, ndDPSC.

4.1. Analisis in vitro del perfil de diferenciacion vascular de

células madre mesenquimale mediante inmunofluorescencia

Para identificar la expresion de marcadores de diferenciacidn vascular relevantes
en los tipos celulares ADSC, BMSC y DPSC, se llevo a cabo un analisis del perfil
de diferenciacion endotelial mediante inmunofluorescencia utilizando
anticuerpos especificos anti-VEGF, anti-CD31 (PECAM-1), anti-von Willebrand
factor (vWF) y anti-CD34. Estos analisis se llevaron a cabo tanto en las MSC no
diferenciadas (ndADSC, ndBMSC ndDPSC), como en las MSC diferenciadas
(dADSC, dBMSC, dDPSC). Como grupo control positivo del presente estudio se
emplearon HUVEC y como grupo control negativo HFOM.

En primer lugar, para llevar a cabo el estudio de inmunofluorescencia se
cultivaron 1x10* células (ndADSC, ndBMSC, ndDPSC, dADSC, dBMSC,
dDPSC) en camaras de cultivo celular. Una vez alcanzada la confluencia del

70% todas las muestras se lavaron con solucion salina y se fijaron empleando
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etanol al 70%. A continuacién, se llevd a cabo el bloqueo de sitios inespecificos
con suero de caballo normal y caseina durante 30 minutos, respectivamente
(ambos de Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU.). Posteriormente, las
muestras fueron incubadas durante 12 horas con los respectivos anticuerpos
primarios anti-VEGF, anti-CD31 (PECAM-1), anti-vWF y anti-CD34 (todos los
anticuerpos de Abcam, Cambridge, Reino Unido). Las especificaciones técnicas
de cada anticuerpo se resumen en la Tabla 1. Finalmente, todas las muestras se
lavaron con solucién salina y se incubaron con los anticuerpos secundarios
durante 1 hora a temperatura ambiente utilizando anticuerpos anti-raton
conjugados con FITC (Merck) o anticuerpos anti-conejo conjugados con CY3
(Merck). Todas las muestras del estudio y los controles empleados se
contrastaron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories) y se
analizaron con un microscopio Eclipse 90i (Nikon Corp. Tokio, Japon).

Los resultados del estudio del perfil de diferenciancion endotelial mediante
inmunofluorescencia fueron evaluados por tres histdlogos independientes
utilizando un método semicuantitativo que califica la sefial celular como
fuertemente positiva (+++), positiva (++), ligeramente positiva (+), poco positiva

(+/-) o negativa (-).

ANTICUERPO DILUCION REFERENCIA
Conejo Anti-VEGF 1:100 12h a 4°C Abcam. Cambridge, Reino
Unido. (ref. ab46154)
Raton Anti-CD31 1:500 12h a 4°C Abcam. Cambridge, Reino
(PECAM-1) Unido. (ref. ab76533)
Conejo Anti-vWF 1:100 12h a 4°C Abcam. Cambridge, Reino
Unido. (ref. ab6994)
Conejo Anti-CD34 1:2500 12h a 4°C Abcam. Cambridge, Reino
Unido. (ref. ab81289)
Anti-Ratén conjugado Sigma-Aldrich/Merck. Steinheim,
con FITC (Cat. No. F0257)
Anti-Conejo conjugado Sigma-Aldrich/Merck. Steinheim,

(Cat. No. C2306)

Tabla 1. Anticuerpos empleados para el analisis del perfil de diferenciacion vascular de MSC

mediante inmunofluorescencia in vitro. TA: temperatura ambiente.
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4.2. Analisis in vitro del perfil de diferenciaciéon vascular de

células madre mesenquimales mediante array de proteinas

Para evaluar la expresion de proteinas que desempenan un papel en la
promocidon de la vascularizacion en cultivos celulares primarios de MSC no
diferenciadas (ndADSC, ndBMSC, ndDPSC) y MSC diferenciadas (dADSC,
dBMSC, dDPSC) se empled un kit de array de angiogénesis humano (R&D
Systems Inc., ARY007). Como grupo control positivo se emplearon HUVEC y

como grupo control negativo HFOM.

Para llevar a cabo la deteccion de proteinas vinculadas con el proceso de
vascularizacion se cultivaron 1x10® células de cada tipo celular (ndADSC,
ndBMSC, ndDPSC, dADSC, dBMSC, dDPSC) en frascos de cultivo de 75 cm?.
Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 70% se tripsinizaron
empleando una solucion de tripsina-EDTA al 0,25%. La suspension celular de
cada grupo de estudio y de los controles se mezclé con 1 mL de solucidn de lisis
celular MCL1 (Merck), respectivamente. Esta solucion se compone de 20% de
Tris-EDTA, 20% de NaCl, 20% de SDS (lauril sulfato), 20% de DOC (acido
desoxicolico), 20% de Igepal CA y un 1% de coctel de inhibidores de proteasa.
A continuacion, los lisados celulares se centrifugaron a 10000 g durante 10
minutos a 4°C, y se recogio el sobrenadante. Para medir la concentracion de
proteinas en el producto de lisado obtenido se empleé el ensayo de
cuantificacion de proteinas Pierce BCA-200 (Thermo Fisher Scientific). El
siguiente paso fue bloquear las membranas del array de proteinas y anadir a
cada membrana 1 mL del extracto de proteinas correspondiente a cada tipo de
muestra (ndADSC, ndBMSC, ndDPSC, dADSC, dBMSC, dDPSC) con una
concentracion final de 300 pg/mL en cada caso. A continuacion, todas las
muestras se trataron con 15 pyL de coctel de anticuerpos de deteccion
reconstituido, se lavaron y se incubaron con 2 mL de Streptavidina-HRP.

Por ultimo, tras lavar las muestras se extendid la solucion de deteccion por todas
las membranas y se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente. A
continuacion, se expuso cada membrana a una pelicula de deteccion de rayos

X durante 10 minutos.
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Para completar el analisis, se escanearon todas las peliculas y se cuantifico la
intensidad de la sefial en cada punto utilizando el software Image J (Wayne
Rasband, NIH). Todos los analisis de este estudio se realizaron por triplicado
(n=3).

Para llevar a cabo el analisis estadistico de los resultados de expresion proteica
obtenidos con el kit de array de angiogénesis humana, primero se determind la
media del numero de veces que aumentd la expresion proteica de las MSC no
diferenciadas frente a las MSC diferenciadas del mismo tipo celular (ndADSC vs
dADSC, ndBMSC vs dBMSC, ndDPSC vs dDPSC). A continuacion, se aplicé la
prueba exacta de Mann-Whitney para comparar los resultados obtenidos para
las células diferenciadas frente a las células no diferenciadas del mismo tipo
celular (por ejemplo, dADSC frente a ndADSC). Se seleccionaron como
estadisticamente significativas las proteinas que mostraban en primer lugar, un
aumento de la expresion de al menos un 20% tras la diferenciacion (numero de
veces>1,20) y, en segundo lugar, un valor p<0,05 en la prueba exacta de Mann-
Whitney.
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5. Generacion de modelos mejorados de mucosa oral

humana con potencial de vasculogénico

Con el fin de determinar el potencial de vascularizacién de cada tipo celular
estudiado (ndADSC, ndBMSC, ndDPSC, dADSC, dBMSC, dDPSC), las células
previamente caracterizadas y diferenciadas hacia linaje vascular se utilizaron
para generar modelos mejorados de mucosa oral humana empleando protocolos
de IT. En concreto, se desarrollaron hidrogeles utilizando los biomateriales de
fibrina y agarosa previamente optimizados en la presente Tesis Doctoral. Para
desarrollar los biomateriales optimizados se utiliz6 agarosa tipo VII,
quimicamente homologa a la agarosa LM.

Para esto, en primer lugar, se tomaron 15,2 mL de plasma humano y 2,25 mL de
medio de cultivo DMEM enriquecido con 10% de SBF y 1% de antibittico y
antimicéticos. El medio de cultivo enriquecido contenia 2,5x10° fibroblastos de
mucosa oral en combinacion con 2,5x10° células de cada uno de los tipos de
MSC diferenciadas a estirpes vasculares utilizadas en la presente Tesis Doctoral
(dADSC, dBMSC, dDPSC) y sus respectivos controles experimentales no
diferenciados (ndADSC, ndBMSC, ndDPSC). Como control positivo, se
realizaron modelos pre-vascularizados de mucosa oral humana enriqueciendo la
soluciéon de medio DMEM con 2,5x10° de HFOM y 2,5x10° de HUVEC.
Asimismo, como control negativo se elaboraron modelos de mucosa oral
utilizando 5x10° HFOM.

PREPARACION GEL DE FIBRINA-AGAROSA

FORMACION DE LA MATRIZ DE FIBRINA ( ' GENERACION

Amchafibrina

Figura 8. Esquema del protocolo de generacién de modelos mejorados de mucosa oral

humana a base de fibrina-agarosa (elaborado en la aplicacién en linea biorender.com).
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Una vez mezclado el plasma humano y el medio de cultivo que contenia las
diferentes poblaciones celulares de estudio, se agregaron 3 mL de CaCl, al 1%
y 1 mL de agarosa quimicamente homologa a la agarosa LM, previamente
optimizada (Figura 8). Finalmente, se agregaron 300 pL de acido tranexamico y
la mezcla fue alicuotada en placas de seis pocillos con soportes permeables
Transwell de 24 mm (Corning Life Sciences).

A manera de resumen, a continuacién, se exponen los cuatro modelos de

mucosa oral humana desarrolladas en la presente Tesis Doctoral (Figura 9).

1) Mucosa oral humana artificial que contenia 5x10° HFOM (HOM-HFOM).
Empleado como control negativo del estudio.

2) Mucosa oral humana artificial que contenia 2,5x10°HFOM y 2,5x10° HUVEC
(HOM-HUVEC). Este sustituto se empleé como control positivo del estudio.

3) Mucosa oral humana artificial que contenia 2,5x10° HFOM y 2,5x10° MSC no
diferenciadas (HOM-ndADSC, HOM-ndBMSC, HOM-ndDPSC).

4) Mucosa oral humana artificial que contenia 2,5x10° HFOM y 2,5x10° MSC
diferenciadas (HOM-dADSC, HOM-dBMSC, HOM-dDPSC).

En este contexto, el modelo mejorado de mucosa oral humana se llevd a cabo a
partir de dos estrategias de biofabricacion. En primer lugar, la optimizacion previa
de los biomateriales de fibrina y agarosa. En segundo lugar, el uso de MSC
diferenciadas hacia linaje vascular con el objetivo de mejorar las propiedades
funcionales de los modelos de mucosa oral humana previamente desarrollados

por el grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada.

84



In vitro
: - fay: B e 7| Hom-HFOM
- . ik ndMSC — B
' 2 ’ ve 1 WJJ:’E “= Fibroblasto
p . ndADSC ndDPSC adWJISC “'! LLH" o~ Fibrina
HUVEC L .. =
‘ ” | ‘ 7 3 ‘ . | e T | HoMeHUVEC
dADSC 0PsC dWJSC \ i RN, / <=~ Fibroblasto
| g L’L\ e Fibrin
p 3 \ - g S
S = e | e HuvEC
o= | ‘ - .
w e HOM-ndMSC
Agarosa - > = = o~
Tipo Vil _ Estroma de “= Fibroblasto
/ / mucosa oral ~~~~ Fibrina
- humano - ndmsc
Plasma * 0
Humano " a B, JJI 8 HOM-dMSC
- AL w  Fibroblasto
=2 é LL\;‘ “ Fibrina
s, A
e | dMSC
Q /
! &8
Pt X
£ b ’/;O —
1 semana

Figura 9. Representacion esquematica de los grupos experimentales empleados en la
presente Tesis Doctoral para la elaboracion de modelos mejorados de mucosa oral humana

(elaborado en la aplicacion en linea biorender.com).
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6. Evaluacion in vivo de los modelos mejorados de

mucosa oral humana con potencial vasculogénico

Para determinar el potencial de vascularizacion in vivo de cada modelo mejorado
de mucosa oral artificial, los sustitutos artificiales se implantaron en ratones
atimicos inmunodeficientes Foxn1™“Foxn1"-. Brevemente, los ratones atimicos
fueron anestesiados utilizando una mezcla de 0,001 mg/g del peso corporal de
cada animal de acepromazina-Calmo-Neosan™ (Boehringer Ingelheim) y 0,15
mg/g del peso corporal de ketamina-Imalgene 1000 (laboratorios Merial).

A continuacidn, se extirpé quirirgicamente un area de piel de 24 mm? de la zona
escapular de cada animal. Los modelos mejorados de mucosa oral humana
mecanicamente optimizados y prevascularizados desarrollados mediante
protocolos de IT se tallaron con el mismo diametro y se implantaron en el lugar
de la lesion. Durante el procedimiento quirurgico se empled material de sutura
absorbible, y un anillo de silicona de 24 mm? que se suturd a los bordes para

evitar la contraccion de los limites de la lesion.

Todos los ratones atimicos fueron eutanasiados una semana después de la
implantacion de los sustitutos mejorados de mucosa oral para realizar el analisis

histologico e inmunohistoquimico correspondiente.

6.1. Analisis histolégico e inmunohistoquimico

Todas las muestras de estudio (dAADSC, dBMSC, dDPSC, ndADSC, ndBMSC,
ndDPSC) de los modelos mejorados de mucosa oral humana fueron fijadas en
formaldehido al 4% y se incluyeron en parafina para poder obtener secciones
histolégicas de 5 ym de grosor. Posteriormente, las secciones de tejido fueron
desparafinadas, rehidratadas y tefidas con hematoxilina-eosina (HE) para su
posterior analisis histologico.

Para el analisis inmunohistoquimico se emplearon marcadores vasculares (anti-
VEGF, anti-CD31 (PECAM-1), anti-vWF y anti-CD34, todos de Abcam) y el
marcador que detecta el antigeno especifico presente en las mitocondrias
humanas (anti-Mitocondria clon 113-1, de Merck) siguiendo las especificaciones
técnicas para cada anticuerpo que se recogen en la tabla 2. En primer lugar, las

secciones de tejido se desparafinaron utilizando xilol y se rehidrataron mediante
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una serie de lavados en concentraciones decrecientes de alcohol (100%, 96%,
70%, 50%) para acabar en agua destilada. A continuacion, se llevd a cabo el
proceso de recuperacion antigénica con tampon citrato 0,01 M, pH 6, o tampon
EDTA 0,01 M, pH 8, durante 20 minutos a 95°C. En el siguiente paso, las
muestras se prehibridaron durante 30 minutos con suero de caballo normal y
caseina. Una vez realizado el bloqueo de sitios inespecificos, las muestras se
incubaron con el anticuerpo primario (anti-VEGF, anti-CD31 (PECAM-1), anti-
VWF y anti-CD34) a 4°C durante toda la noche con las diluciones indicadas en la
tabla 2. Al dia siguiente se lavaron con solucion salina y se incubaron con los
anticuerpos secundarios correspondientes durante 1 hora a temperatura
ambiente. El complejo epitopo-anticuerpo se detectd utilizando 3,3-
diaminobenzidina (DAB, Vector Laboratories), y las secciones de tejido se
contrastaron durante 20 segundos con el colorante de Hematoxilina de Harris.

En todos los casos, las imagenes se obtuvieron con un escaner Pannoramic®
DESK Il DW (3D Histotech, Budapest, Hungria).

El analisis cuantitativo se llevdo a cabo midiendo el numero de células que
mostraban una sefial positiva en el area celular de los modelos mejorados de
mucosa oral humana implantados para determinar la presencia de células
comprometidas con el linaje vascular. Ademas, se analizo la densidad de
microvasos (DMV) cuantificando el nimero de vasos sanguineos por mm? de
superficie tisular en la zona de la interfase vascular entre el huésped y el modelo

mejorado de mucosa oral humana.

Por otro lado, para el analisis estadistico de los marcadores vasculares, los
resultados de las células que mostraban una sefal positiva o la cuantificacion de
los vasos sanguineos para cada marcador vascular estudiado se compararon
con el control negativo HOM-HFOM y con el control positivo HOM-HUVEC
mediante la prueba exacta de Mann-Whitney por parejas, ya que las muestras

no cumplian los criterios de normalidad.

Todas las comparaciones estadisticas se llevaron a cabo utilizando el software
Real Statistics Resource Pack (Dr. Charles Zaiontz, Purdue University, West
Lafayette, IN, EE. UU.) disponible en www.real-statistics.com.
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DILUCION/ | RECUPERACION
ANTICUERPO A i REFERENCIA
INCUBACION ANTIGENICA
Ratdén Anti- 1:80 12h a 4°C EDTApH 8 Merck Life Science.
Mitocondria 20 min a 95°C (MAB1273)
Conejo Anti-VEGF | 1:100 12h a 4°C EDTApH 8 Abcam
20 min a 95°C (ref. ab46154)
Ratén Anti-CD31 1:500 12h a 4°C Citrato pH 6 Abcam
(PECAM-1) 20 min a 95°C (ref. ab76533)
Conejo Anti-vWF 1:100 12h a 4°C Citrato pH 6 Abcam
20 min a 95°C (ref. ab6994)
Conejo Anti-CD34 | 1:2500 12h a 4°C Citrato pH 6 Abcam
20 min a 95°C (ref. ab81289)
|rf'l\nr:‘l'|: %ESS? IH(F;P Ready to use. ) Vector Laboratories
€0 19 30 min at TA (ref. MP-7401)
(Peroxidasa)
Impr::] ZRRI’EaStoSr?@I HGR P Ready to use. ) Vector Laboratories
on 'g 30 min at TA (ref. MP-7402)
(Peroxidasa)

Tabla 2. Anticuerpos empleados para la evaluacién de los modelos mejorados de mucosa

oral humana con potencial vasculogénico in vivo. TA: temperatura ambiente.

6.2. Aprobacion del comité de investigaciéon y declaracion de

ética
Este estudio y la donacion de los tejidos humanos utilizados en la presente Tesis
Doctoral (mucosa oral, grasa, médula ésea y pulpa dental) fueron aprobados por
el Comité de Investigacion y Etica de la Investigacion Biomédica de Granada
(Comité Coordinador de Etica de la Investigacion Biomédica, ref. 0116-N-19,
fecha de aprobacion 29/05/2019). Todos los donantes de tejidos que han
participado en este estudio dieron su consentimiento informado. La
experimentacion animal fue aprobada por el Comité de Etica y Experimentacion
Animal de Granada (CEEA) y la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Desarrollo Sostenible, Junta de Andalucia, Espafia, cdédigo de protocolo
08/07/2019/123, fecha de aprobacion, 10/09/2019.
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1. Evaluacion del proceso de optimizacion de nuevos
biomateriales para la fabricacién de modelos mejorados

de mucosa oral humana

1.1. Generacién de nuevos modelos mejorados de mucosa

oral humana usando nuevos tipos de agarosas

En general, todos los biomateriales generados mediante protocolos de IT
empleando los diferentes tipos de agarosas (D1LE, D2LE, LM, MS8, D5 a
concentraciones 0,05%, 0,1%, 0,2% y 0,3% p/v respectivamente) mostraron una
coloracion y consistencia uniforme, en la que no se identificaron diferencias
macroscopicas considerables. En concreto, el grupo compuesto por fibrina y
agarosa del grupo D2LE a la concentracion del 0,3% gelifico rapidamente, y no
pudo combinarse adecuadamente con la fibrina para formar un gel homogéneo
que soportase el analisis, motivo por el cual no se realizaron mediciones en este

grupo (Figura 10).

F-LM

.

F-D1LE F-D2LE F-MS8 F-D5

—

0,2% 0,1% 0,05%

0,3%

Figura 10. Evaluacién macroscopica de los nuevos biomateriales desarrollados para la
fabricacion de modelos mejorados de mucosa oral humana. FIB: biomateriales de fibrina sin
agarosa;, F-D1LE: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D1LE; F-D2LE:
biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D2LE; F-LM: biomateriales de fibrina-
agarosa, con agarosa tipo LM; F-MS8: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo
MS8; F-D5: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D5.
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1.2. Propiedades biomecanicas de los nuevos modelos

mejorados de mucosa oral humana

La evaluacion de los principales parametros biomecanicos en los biomateriales
compuestos por fibrina-agarosa permitié demostrar que el tipo y la concentracion
de agarosa influian en las propiedades biomecanicas de los biomateriales
analizados (Figura 11y 12).
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Figura 11. Evaluaciéon de las propiedades biomecanicas de los nuevos biomateriales
desarrollados para la fabricacion de modelos mejorados de mucosa oral humana. Las
graficas representan los resultados obtenidos para cada grupo global de muestras
independientemente de la concentracion de agarosa. FIB: biomateriales de fibrina sin
agarosa;, F-D1LE: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D1LE; F-D2LE:
biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D2LE; F-LM: biomateriales de fibrina-
agarosa, con agarosa tipo LM; F-MS8: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo
MS8; F-D5: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D5.Aquellas muestras que
presentan diferencias estadisticamente significativas con alguno de los grupos estudiados
han sido etiquetadas como FIB (diferencia con el grupo control FIB), D1 (diferencias con el
grupo F-D1LE), D2 (diferencias con el grupo F-D2LE), LM (diferencias con el grupo F-LM),
MS (diferencias con el grupo F-MS8) y D5 (diferencias con el grupo F-D5).
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Figura 12. Comportamiento biomecanico de los nuevos biomateriales desarrollados para la
fabricacion de modelos mejorados de mucosa oral humana. Las gréficas representan los
resultados obtenidos en cada tipo especifico de muestra, con las diferentes concentraciones
de agarosa (0%, 0,05%, 0,1%, 0,2% y 0,3%) representadas en diferentes barras de color.
FIB: biomateriales de fibrina sin agarosa; F-D1LE: biomateriales de fibrina-agarosa, con
agarosa tipo D1LE; F-D2LE: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D2LE; F-LM:
biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo LM; F-MS8: biomateriales de fibrina-
agarosa, con agarosa tipo MS8; F-D5: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo
D5. Las diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones se etiquetan
con O (diferencias con el grupo FIB), 5 (diferencias con el grupo 0,05%), 1 (diferencias con

el grupo 0,1%), 2 (diferencias con el grupo 0,2%) y 3 (diferencias con el grupo 0,3%).

En el analisis para el médulo de Young, la comparacion global entre todos los
grupos generados con fibrina-agarosa revelé que los hidrogeles generados
usando la agarosa tipo D1LE tenia un valor significativamente mayor a los
grupos F-D2LE, F-LM, F-MS8 y F-D5, como se muestra en la figura 11 y tabla 3.
Ademas, el modulo de Young era significativamente mayor en la mayoria de los
hidrogeles generados con fibrina-agarosa en comparacion con el grupo control
(FIB). Las diferencias halladas entre los distintos tipos de agarosas se resumen
en la figura 12 y tabla 3.

En cuanto al analisis del parametro de carga a la rotura se identificaron

diferencias significativas entre el grupo F-LM y los grupos F-D1LE y F-MS8
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(figura 11 y tabla 3). De este modo, los valores mas altos obtenidos en este
analisis corresponden a las concentraciones del 0,05% de la agarosa tipo LM,

como se representa en la figura 12 y tabla 4.

Por ultimo, el estudio de deformacion a la fractura demostré que el hidrogel
generado con la agarosa de tipo LM tenia el valor mas alto, con diferencias
estadisticamente significativas en los grupos FIB, F-D1LE, F-D2LE y F-MS8.

Modulo de Young Deformacion a la Carga a la rotura
(MPa) fractura (%) (N)

FIB vs. F-D1LE 0,00022* 0,46221 0,97985
FIB vs. F-D2LE 0,00001* 0,05586 0,27959
FIB vs. F-LM 0,00057* 0,00158* 0,05166
FIB vs. MS8 0,00753* 0,82024 0,97985
FIB vs. F-D5 0,00051* 0,07312 0,25063
F-D1LE vs. F-D2LE 0,04809* 0,00265* 0,13152
F-D1LE vs. F-LM 0,03742* <0,00001* 0,00539*
F-D1LE vs. MS8 0,00676* 0,26377 0,67527
F-D1LE vs. F-D5 0,04149* 0,00149* 0,13051
F-D2LE vs. F-LM 0,79180 0,00055* 0,10041
F-D2LE vs. F-MS8 0,28339 0,41286 0,13824
F-D2LE vs. F-D5 0,69669 0,11282 0,62375
F-LM vs. F-MS8 0,56008 0,00021* 0,00825*
F-LM vs. F-D5 0,79845 0,09271 0,08433
F-MS8 vs. F-D5 0,66038 0,04828* 0,17186

Tabla 3. Valores estadisticos de p para la comparacion global de las propiedades
biomecanicas de los nuevos biomateriales desarrollados para la fabricacion de modelos
mejorados de mucosa oral humana. Los andlisis se realizaron entre tipos de biomaterial
(independientemente de la concentracién de agarosa). Los resultados estadisticamente
significativos se resaltan en negrita y con asteriscos (*). FIB: biomateriales de fibrina sin
agarosa;, F-D1LE: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D1LE; F-D2LE:
biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D2LE; F-LM: biomateriales de fibrina-
agarosa, con agarosa tipo LM; F-MS8: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo
MS8; F-D5: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D5.
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0,05% vs FIB 0,01% vs FIB 0,2% vs FIB  0,3% vs FIB 0,05% vs 0,1% 0,05% vs 0,2% 0,05% vs 0,3 0,7% vs 0,2% 0,17% vs 0,3% 0,2% vs 0,3%
F-D1LE 0,06494 0,00886* 0,00216* 0,00216* 0,24026 0,48485 0,02597* 0,06494 0,09307 0,02597*
(<]
vm. F-D2LE 0,00216* 0,00216* 0,00216* - 0,58874 0,24026 - 0,24026 - -
m F-LM 0,00216* 0,00433* 0,02597* 0,06494 0,09307 0,02597* 0,13203 0,17965 0,48485 0,39394
m F-MS8 0,02597* 0,00216* 0,06494 0,39394 0,93723 0,58874 0,93723 0,93723 0,58874 0,69913
S
F-D5 0,06494 0,00216* 0,00866* 0,39394 0,13203 0,24026 0,93723 0,93723 0,93723 0,93723
F-D1LE 0,81818 0,81818 0,17965 0,13203 0,58874 0,09307 0,24026 0,17965 0,17965 0,93723
m F-D2LE 0,00866* 0,81818 0,09307 - 0,93723 0,93723 - 0,93723 - -
S g
.m m F-LM 0,00216* 0,13203 0,00216* 0,93723 0,24026 0,93723 0,24026 0,30952 0,58874 0,24026
©
m = F-MS8 0,30952 0,04113* 0,09307 0,58874 0,13203 0,06494 0,48485 0,00866* 0,13203 0,17965
= F-D5 0,04113* 0,00216* 0,01515* 0,09307 0,39394 0,69913 0,00866* 0,93723 0,00216* 0,00433*
. F-D1LE 0,81818 0,39394 0,39394 0,93723 0,81818 0,30952 0,69913 0,17965 0,58874 0,48485
.W F-D2LE 0,69913 0,39394 0,24026 - 0,93723 0,17965 - 0,48485 - -
m F-LM 0,00216* 0,06494 0,17965 0,13203 0,01515* 0,06494 0,00216* 0,58874 0,02597* 0,00433*
W F-MS8 0,58874 0,02597* 0,48485 0,02597* 0,30952 0,17965 0,00866* 0,01515* 0,00866* 0,30952
© F-D5 0,24026 0,02597* 0,06494 0,09307 0,69913 0,81818 0,04113* 0,39394 0,01515* 0,00866*

Tabla 4. Valores estadisticos de p para la comparacion entre los diferentes grupos de agarosas de las propiedades biomecanicas. Los resultados
estadisticamente significativos se resaltan en negrita y con asteriscos (*). FIB: biomateriales de fibrina sin agarosa; F-D1LE: biomateriales de fibrina-
agarosa, con agarosa tipo D1LE; F-D2LE: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo D2LE; F-LM: biomateriales de fibrina-agarosa, con
agarosa tipo LM; F-MS8: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo MS8; F-D5: biomateriales de fibrina-agarosa, con agarosa tipo Ds.
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2. Evaluacion del proceso de obtencién de cultivos
celulares para la generacién de modelos mejorados de

mucosa oral humana

El proceso de obtencién de cultivos primarios de fibroblastos de mucosa oral
humana (HFOM), células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC),
células madre mesenquimales derivadas de la grasa (ADSC), células madre
mesenquimales de la médula ésea (BMSC) y células madre mesenquimales de
la pulpa dental (DPSC) revelé niveles de confluencia superiores al 80%,
especialmente en los grupos HFOM y HUVEC tras 7 dias de cultivo in vitro. Sin
embargo, en el caso de BMSC se observé un nivel inferior al 80%. En el caso de
los grupos de ADSC y DPSC se identificé subconfluencia celular. Todas las

células mostraron una morfologia fusiforme como se observa en la figura 13.

En todos los casos, los métodos de aislamiento celular a partir del uso de
técnicas enzimaticas mostraron adecuada degradacion de la MEC vy liberacién
celular, lo que permitié el establecimiento de cultivos primarios in vitro de HFOM,
ADSC, BMSC y DPSC.

HFOM HUVEC
@

ADSC BMSC DPSC

Figura 13. Imagenes de microscopia de contraste de fases tras el aislamiento y cultivo de
los fibroblastos de mucosa oral (HFOM), las células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC), las células madre mesenquimales derivadas de la grasa (ADSC), las
células madre mesenquimales de la médula 6sea (BMSC) y las células madre

mesenquimales de la pulpa dental (DPSC). Barra de escala: 100 um.
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3. Evaluacion del proceso de caracterizacion de las

células madre mesenquimales

La evaluacion de los cultivos de MSC (ADSC, BMSC y DPSC) confirmo el primer
criterio postulado por Dominici en el afio 2006 (Dominici, Le Blanc et al. 2006).
Este primer criterio a seguir en el proceso de caracterizacion fenotipico de MSC
consiste en confirmar la adherencia celular de las MSC a la superficie de cultivo.
En este sentido, todas las MSC (ADSC, BMSC, DPSC) empleadas en la presente
Tesis Doctoral confirmaron su adherencia a la superficie de cultivo in vitro (Figura
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Figura 14. Evaluacion del peffil de indiferenciacién de las MSC mediante la deteccién de los

marcadores de superficie celular CD73, CD90 y CD105 mediante citometria de flujo.

En segundo lugar, se confirmd la morfologia fusiforme en todas las poblaciones
celulares tal y como se describio previamente en la figura 13. En este contexto,
una vez confirmada la adherencia y la morfologia de las MSC se analizé su perfil
de indiferenciacion mediante citometria de flujo. El analisis citométrico demostro

que ADSC, BMSC y DPSC eran positivas para los marcadores mesenquimales
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CD73, CD90 y CD105. En concreto, el analisis del marcador CD73 mostré un
94,39% de células positivas en las ADSC, un 91,43% en las BMSC y un 90,45%
en las DPSC. Por otro lado, el marcador mesenquimal CD90 fue positivo en el
80,13% de las ADSC, el 87,09% de las BMSC y el 90,78% de las DPSC. Por
ultimo, el marcador CD105 fue positivo en el 87,72% de las ADSC, el 88,32% de
las BMSC y el 90,20% de las DPSC. Los marcadores del céctel negativo (CD45,
CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19, y HLA-DR) estaban ausentes en todos
los tipos de células madre mesenquimales analizados (Figura 14).

Por otro lado, el tercer principio descrito por Dominici para garantizar la pureza
de las poblaciones celulares de células mesenquimales consiste en comprobar
su multipotencialidad a través de procesos de diferenciacion adipogénica,
condrogénica y osteogénica, mediante el uso de medios de induccion. En este
contexto, las ADSC, BMSC y DPSC empleadas en la presente Tesis Doctoral
demostraron ser MSC con caracter multipotencial tras su diferenciacién a
estirpes de tipo mesodérmico, como son la adipogénica, la condrogénica y la
osteogeénica (Figura 15).

Adipogénico Condrogénico Osteogénico

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

ADSC

BMSC

DPSC e

Figura 15. Caracterizacion de la capacidad de diferenciacion a multiples linajes

mesodérmicos de las ADSC, BMSC y DPSC, tras la induccion adipogénica, condrogénica y

osteogeénica. Barra de error: 100 um.

En el caso de la diferenciacién adipogénica de MSC (ADSC, BMSC, DPSC) se
observaron depésitos de lipidos neutrales a través de la tincidn oil red O, como

se observa en la figura 15. Ademas, tras la diferenciacion condrogénica todas
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las MSC mostraron la presencia extracelular de polisacaridos con la tincion de
azul alcian. Finalmente, la diferenciacidn osteogénica revel6 la presencia de

depdsitos calcicos en todas las MSC con la tincién alzarin red S.

El proceso de diferenciacion adipogénica, condrogénica y osteogénica se realizo
en presencia de un control experimental que no fue sometido al cultivo con
medios de induccion, el cual resultd ser negativo para los tres tipos de

diferenciacion celular empleados (adipogénico, condrogénico y osteogénico).
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4. Evaluacion del proceso de diferenciaciéon vascular in

vitro de las células madre mesenquimales

4.1. Analisis in vitro del perfil de diferenciacion vascular de

células madre mesenquimale mediante inmunofluorescencia

El analisis semicuantitativo del potencial de diferenciacién vascular de las MSC
reveld que el grupo control HUVEC expresaba los marcadores vasculares VEGF,
CD31 y vWF, sin embargo, estas células fueron negativas para el marcador
CD34. En el caso de las MSC no diferenciadas, la mayoria de los marcadores
vasculares fueron negativos, excepto en el caso del grupo ndBMSC, que
presentd una expresion ligeramente positiva de los marcadores VEGF y vVWF.
Ademas, el grupo de ndDPSC reveld una expresion ligeramente positiva del

marcador vascular vWF.

Por otro lado, cuando las MSC fueron inducidas hacia linaje vascular in vitro, se
observo un aumento en la expresion de los marcadores VEGF, CD31 y vVWF. En
el caso del marcador VEGF, se detectd una sefal ligeramente positiva en el
grupo dADSC y una senal positiva en dBMSC y dDPSC, mientras que la sefal
de CD31 fue ligeramente positiva en dBMSC y dDPSC. Por otro lado, los
resultados del marcador vascular vWF mostraron una sefal positiva intensa en
dADSC, ademas, de una sefial positiva en dBMSC y dDPSC. Por ultimo, el
marcador CD34 fue negativo en todos los tipos celulares analizados (Figura 16;
Tabla 5).

HUVEC ndADSC ndBMSC ndDPSC dADSC dBMSC dDPSC
CD31 + - - - - +/- +/-
CD34 - - - - - - -
VEGF + - + - + ++ ++
vWF +++ - + +/- +++ ++ ++

Tabla 5. Andlisis semicuantitativo de la expresion de marcadores vasculares relevantes en
células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC), MSC no diferenciadas (ndMSC)
y MSCs diferenciadas in vitro (dAMSCs). La expresion se clasifico como fuertemente positiva

(+++), positiva (++), ligeramente positiva (+), poco positiva (+/-) o negativa (-).
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CONTROL ndMSCs dMSCs
HUVEC ndADSC ndBMSC ndDPSC dADSC dBMSC dDPSC

Figura 16: Caracterizacion in vitro de las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC), las MSC no diferenciadas (ndMSC) y
las MSC diferenciadas (dMSC) mediante inmunofluorescencia de los marcadores vasculares CD34, Vein Endothelial Growth Factor (VEGF),
CD31 y Von Willebrand Factor (vWF). Barras de escala: 50 um.
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4.2. Analisis in vitro del perfil de diferenciacion vascular de

células madre mesenquimales mediante array de proteinas

Los arrays de proteinas son plataformas protedmicas de gran interés y utilidad
en el estudio de los procesos de diferenciacion celular. En la presente Tesis
Doctoral, un total de 55 proteinas asociadas al proceso de diferenciacion

vascular fueron analizadas (Figura 17).

En concreto, de las 55 proteinas 11 de ellas (20%) mostraron una expresion
elevada en el grupo dDPSC, incluyendo Anfiregulina, Artemina, Endoglina, FGF
basico, EG-VEGF, HGF, IGFBP-2, IGFBP-3, LAP (TGF-31), PF4 y VEGF. Cabe
destacar que tres de estas proteinas (Anfiregulina, PF4 y VEGF) mostraron una
expresion 100 veces superior tras el proceso de diferenciacion vascular. Por otro
lado, ocho proteinas (14,5%) fueron significativamente expresadas en el grupo
dBMSC, incluyendo CXCL16, Factor de Coagulacion lll, EGF, FGF-4, LAP (TGF-
B1), Serpin F1, TIMP-1 y TIMP-4. Es importante poner de relieve que 6 de las 8
proteinas expresadas en el grupo dBMSC también se expresaron en el grupo
dADSC. En concreto, el grupo dADSC revel6 la expresion de 10 proteinas
(18,2%) entre las que destacaron CXCL16, EGF, FGF-4, IL-183, PF4, Serpin F1,
Trombospondina-2, TIMP-1, TIMP-4 y Vasohibina.
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Figura 17: Proteinas expresadas en los grupos de estudio dADSC, dBMSC y dDPSC

sometidas a diferenciacion vascular in vitro. Para cada proteina, se muestra la media del

numero de veces que aumenta la expresion proteica de las MSC no diferenciada frente a
las MSC diferenciadas para cada tipo celular estudiado. Las barras de error corresponden a
las desviaciones estandar. Las diferencias estadisticamente significativas entre las MSC no

diferenciadas y las MSC diferenciadas han sido marcadas con asteriscos (*).
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5. Evaluaciéon in vivo de los modelos mejorados de

mucosa oral humana con potencial vasculogénico

5.1. Analisis histolégico e inmunohistoquimico

Los modelos mejorados de mucosa oral humana generados en la presente Tesis
Doctoral incluyeron dos mejoras significativas. En primer lugar, una mejora en la
optimizacién de los biomateriales a partir de nuevas agarosas usando como
optima la agarosa tipo VII, quimicamente homdloga a la agarosa LM. En segundo
lugar, se incluyeron nuevas fuentes celulares, en concreto, MSC previamente
diferenciadas a estirpes vasculares, para generar modelos prevascularizados de

mucosa oral humana.

Estos nuevos modelos mejorados de mucosa oral humana fueron implantados
in vivo en ratones atimicos durante una semana. Tras la implantacion de estos
modelos se observé un proceso de biointegracion en el huésped. Ademas, no se
detectd ningun signo de hemorragia, tumorogénesis, rechazo, infeccion u otro
efecto secundario relacionado con los modelos mejorados de mucosa oral

humana implantados.

Por otro lado, el analisis histologico de los nuevos modelos de mucosa oral
humana implantados in vivo reveld la presencia de tres zonas histoldgicas en el
lugar del injerto (las cuales se han nombrado zona A, B y C). En primer lugar, la
zona A corresponde al modelo mejorado de mucosa oral humana implantado en
los ratones atimicos. Por otro lado, la zona B es la zona del nuevo modelo de
mucosa oral humana que presenta una alta densidad celular. Por ultimo, la zona
C representa la zona de interfaz entre el tejido nativo del animal receptor y el
modelo mejorado de mucosa oral humana qué, ademas contenia numerosos
vasos sanguineos. Cabe destacar que la alta densidad celular se identific en la
zona B, seguida por la zona C, mientras que en la zona A, se detect6 una baja

densidad celular (Figura 18).
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CONTROL HOM-ndMSCs HOM-dMSCs
HOM-HFOM  HOM-HUVEC ndADSC ndBMSC ndDPSC dADSC dBMSC dDPSC

Zona A

Zona B
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Figura 18: Analisis histologico mediante Hematoxilina-Eosina de los modelos mejorados de mucosa oral humana implantados en ratones atimicos
durante una semana. Para cada grupo, se muestran imagenes a bajo aumento en la parte superior, y a continuacion, las tres zonas identificadas
(A, B y C) a mayor aumento. HOM-HFOM: grupo de control negativo que contiene fibroblastos de la mucosa oral humana; HOM-HUVEC: grupo de
control positivo que contiene células endoteliales de la vena umbilical humana y HFOM; HOM-ndMSCs: sustitutos de la mucosa oral humana que

contienen MSC no diferenciadas y HFOM. HOM-dMSCs: sustitutos de la mucosa oral humana que contienen MSC diferenciadas y HFOM. Barras
de escala: 20 um.
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Para confirmar el origen humano de las células inmersas dentro de los
biomateriales optimizados de fibrina-agarosa (HFOM, HUVEC, ndMSC y dMSC)
implantados en los ratones atimicos, se llevo a cabo la deteccion del anticuerpo
contra el antigeno mitocondrial humano. Los resultados revelaron una expresion
positiva en los modelos mejorado de mucosa oral humana, mientras que los
tejidos periféricos del huésped (raton atimico) mostraron una sefial negativa,

como se representa en la figura 19.

Figura 19: Analisis inmunohistoquimico del antigeno mitocondrial humano en los modelos
mejorados de mucosa oral humana implantados en ratones atimicos durante una semana.
A) Sustituto mejorado de mucosa oral humana implantado en ratones atimicos. B) Zona
periférica del lugar de la lesion correspondientes al tejido del huésped. Se muestran
imagenes de mayor aumento en las que se observan las células de origen humano (en

marrén) y las células del raton anfitrion (en azul). Barra de escala: 100 um.

Con el fin de determinar el potencial de vascularizacion de los nuevos modelos
mejorados de mucosa oral humana, se analizé la presencia de marcadores
vasculares especificos (VEGF, CD31, vWF, CD34) en cada uno de los grupos
de los modelos mejorados de mucosa oral humana implantados in vivo (Figuras
20-23).

En general, la zona A fue negativa para los marcadores vasculares analizados,
mientras que la zona B contenia numerosas células positivas y la zona C mostro
un incremento de la concentracion de estructuras vasculares que mostraron una
sefal positiva tras el analisis inmunohistoquimico. Debido a la alta concentracion
de estructuras vasculares se decidio determinar la densidad de estructuras

microvasculares (DMV) en cada uno de los grupos experimentales implantados
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in vivo. Cabe destacar que el uso de anticuerpos contra el antigeno mitocondrial
humano permitio identificar que mas de la mitad de las estructuras vasculares
presentes eran de origen humano, mientras que el resto de los vasos estaban
formados por células de raton, procedentes del huésped en el que se

implantaron los modelos mejorados de mucosa oral humana (Figura 19).

En primer lugar, el analisis de la expresion del marcador vascular VEGF en la
zona B revel0 la escasa presencia de células positivas en los controles negativos
de HOM-HFOM y en el grupo HOM-ndDPSC, mientras que se detectdé un numero
muy elevado de células positivas en los controles positivos de HOM-HUVEC
(Figura 20). En este caso las diferencias estadisticas fueron significativas
(p<0,0001 para HOM-HFOM vs HOM-HUVEC y p=0,0001 para HOM-ndDPSC
vs HOM-HUVEC). Los nuevos modelos de mucosa oral humana generados con
MSC no diferenciadas mostraron diferencias significativas con los controles
positivos HOM-HUVEC (p>0,05). Ademas, los grupos HOM-ndADSC (p=0,0019)
y HOM-ndBMSC (p=0,0142) también fueron significativamente superiores a los
valores de los controles negativos (HOM-HFOM). Por ultimo, los modelos
mejorados de mucosa oral humana generados con MSC diferenciadas
mostraron diferencias estadisticamente significativas con los controles negativos
(p<0,0001 para HOM-dADSC vs HOM-HFOM y HOM-dDPSC vs HOM-HFOM, y
p=0,0019 para HOM-dBMSC vs HOM-HFOM), pero fueron comparables a los
controles positivos HOM-HUVEC (p>0,05). Ademas, estos grupos fueron
significativamente superiores a los modelos mejorados de mucosa oral humana
que contenian MSC no diferenciadas (p=0,0019 para HOM-ndADSC vs HOM-
dADSC y para HOM-ndBMSC vs HOM-dBMSC, y p<0,0001 para HOM-ndDPSC
vs HOM-dDPSC).

Por otro lado, el analisis de la DMV en la zona C utilizando el marcador vascular
VEGF mostré que la DMV encontrada en los controles positivos de HOM-HUVEC
era significativamente mayor que el de los controles negativos de HOM-HFOM
(p=0,0188) (Figura 20). En el caso de los modelos mejorados de mucosa oral
humana generados con MSC no diferenciadas, solo el grupo de HOM-ndBMSC
mostraron una DMV menor que los controles positivos (p=0,0106), mientras que
HOM-ndDPSC fue significativamente mayor que los controles negativos HOM-
HFOM (p=0,0244). Los grupos HOM-ndADSC, HOM-ndDPSC vy todos los
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sustitutos de mucosa oral humana artificial generados con células diferenciadas
(HOM-dADSC, HOMA-dBMSC y HOM-dDPSC) fueron comparables a los
controles positivos HOM-HUVEC (p>0,05 para todos los grupos experimentales).
Llama la atencién que la DMV fue significativamente mayor en HOM-dBMSC en
comparacion con HOM-ndBMSC (p=0,0188) y en HOM-dDPSC en comparacion
con HOM-ndDPSC (p=0,0244) (Figura 20C).

A VEGF
CONTROL HOM-ndMSCs HOM-dMSCs

=

HOM-HFOM HOM-HUVEC ndADSC ndBMSC ndDPSC dADSC dBMSC dDPSC

Zona A

Zona B

Zona C
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Figura 20: Anélisis inmunohistoquimico de la expresion del marcador VEGF en modelos
mejoradas de mucosa oral humana. HOM-HFOM: grupo control negativo que contiene
fibroblastos de mucosa oral humana; HOM-HUVEC: grupo control positivo que contiene
células endoteliales de la vena umbilical humana y fibroblastos de mucosa oral; HOM-
ndMSCs: sustitutos de mucosa oral humana que contienen MSC no diferenciadas y
fibroblastos de mucosa oral; HOM-dMSCs: sustitutos de mucosa oral humana que contienen
MSC diferenciadas y fibroblastos de mucosa oral. A) Analisis inmunohistoquimico de la
expresion del marcador VEGF. Barra de escala: 20 um. B) Cuantificacion del numero de
células que muestran sefial positiva por cm?. C) Cuantificacion de la densidad de microvasos
(DMV) correspondiente al numero de vasos positivos encontrados por cm?. Los valores
significativos de la comparacion entre todos los grupos de estudio frente a HOM-HUVEC se
indican con el superindice a. Los valores significativos de la comparacién entre todos los

grupos de estudio frente a HOM-HFOM se indica con el superindice b.
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En el caso del marcador vascular CD31, encontramos que en la zona B (Figura
21), el numero de células positivas para el marcador CD31 fue significativamente
mayor en los controles positivos HOM-HUVEC que en los negativos HOM-HFOM
(p<0,0001). Los modelos mejorados de mucosa oral humana que contenian
MSC no diferenciadas tenian un numero de células significativamente menor que
los controles positivos (p<0,0001 para todas las comparaciones estadisticas),
aunque los grupos HOM-ndBMSC y HOM-ndDPSC eran significativamente
mayores que los controles negativos HOM-HFOM (p<0,0001). En el caso de los
modelos mejorados de mucosa oral humana generadas con MSC diferenciadas,
se encontré un aumento significativo de células positivas, siendo los valores de
los grupos HOM-dBMSC y HOM-dDPSC comparables a los valores encontrados
en los controles positivos HOM-HUVEC (p>0,05).

Por otro lado, los valores de DMV en la zona C (Figura 21) eran
significativamente menor en los controles negativos HOM-HFOM con respecto a
los controles positivos HOM-HUVEC (p=0,0002) y en los modelos mejorados de
mucosa oral humana generados con MSC no diferenciadas (p<0,0001 para
HOM-ndADSC, p=0,0008 para HOM-ndBMSC, y p=0,0002 para HOM-ndDPSC).
En el caso de los modelos mejorados de mucosa oral humana correspondientes
a los grupos que contenian MSC diferenciadas, los grupos de HOM-dADSC
(p=0,0028) y HOM-dDPSC (p=0,0106) contenian un numero de vasos
significativamente menor que los controles positivos HOM-HUVEC, aunque el
grupo HOM-dBMSC fue similar al control positivo HOM-HUVEC (p>0,05). Por
otro lado, los grupos HOM-dBMSC y HOM-dDPSC presentaron valores
significativamente mayores que los controles negativos HOM-HFOM (p=0,0106
y p=0,0142, respectivamente). Ademas, HOM-dADSC y HOM-dDPSC mostraron
una DMV significativamente mayor que HOM-ndADSC (p=0,0003) y HOM-
ndDPSC (p=0,0188).
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Figura 21: Anélisis inmunohistoquimico de la expresién del marcador CD31 en modelos
mejoradas de mucosa oral humana implantados en ratones atimicos durante una semana.
HOM-HFOM: grupo control negativo que contiene fibroblastos de mucosa oral humana;
HOM-HUVEC: grupo control positivo que contiene células endoteliales de la vena umbilical
humana y fibroblastos de mucosa oral; HOM-ndMSCs: sustitutos de mucosa oral humana
que contienen MSC no diferenciadas y fibroblastos de mucosa oral; HOM-dMSCs: sustitutos
de mucosa oral humana que contienen MSC diferenciadas y fibroblastos de mucosa oral. A)
Analisis inmunohistoquimico de la expresion del marcador CD31. Barra de escala: 20 um.
B) Cuantificacién del numero de células que muestran una sefial positiva por cm?. C)
Cuantificacion de la densidad de microvasos (DMV) correspondiente al nimero de vasos
positivos encontrados por cm?. Los valores significativos de la comparacion entre todos los
grupos de estudio frente a HOM-HUVEC se indican con el superindice a. Los valores
significativos de la comparacién entre todos los grupos de estudio frente a HOM-HFOM se
indica con el superindice b.

El analisis inmunohistoquimico del numero de células positivas para el marcador
vascular VWF en la zona B (Figura 22) revel6 que los controles positivos HOM-
HUVEC fueron significativamente mayores que los controles negativos HOM-
HFOM (p<0,0001). Los modelos mejorados de mucosa oral humana generados

con MSC no diferenciadas mostraron menor cantidad de células positivas, y
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estos resultados fueron estadisticamente significativos con respecto al control
positivo HOM-HUVEC (p<0,0001 para HOM-ndADSC, p=0,0004 para HOM-
ndBMSC y p=0,0048 para HOM-ndDPSC). Por otro lado, el analisis frente al
grupo control negativo HOM-HFOM también reveld diferencias estadisticamente
significativas (p=0,0004 para HOM-ndADSC, p=0,0004 para HOM-ndBMSC
p=0,0004 para HOM-ndDPSC). En el caso de los modelos mejorados de mucosa
oral humana que contenian MSC diferenciadas, se encontré6 un aumento
significativo de las células positivas para el marcador vascular vVWF en el grupo
HOM-dDPSC en comparacion con HOM-ndDPSC (p=0,0004), mientras que
HOM-dBMSC y HOM-dDPSC presentaron valores muy similares
estadisticamente a los controles positivos HOM-HUVEC (p>0,05) (Figura 22).

En cuanto al analisis de DMV en la zona C para el marcador vascular vVWF, las
muestras analizadas revelaron al igual que en el analisis anterior que el numero
de células positivas para el marcador vascular era mayor en los controles
positivos HOM-HUVEC en comparacion con los controles negativos HOM-HFOM
(p<0,0001). Los modelos mejorados de mucosa oral humana generados con
MSC no diferenciadas tenian un numero de vasos inferior al de los controles
positivos HOM-HUVEC (p<0,0001 para HOM-ndADSC, p=0,0142 para HOM-
ndBMSC p=0,0315 para HOM-ndDPSC), y los grupos HOM-ndBMSC y HOM-
ndDPSC fueron significativamente superiores a los controles negativos HOM-
HFOM (p=0,0244 y p=0,0001, respectivamente). Tras la diferenciacion de las
MSC, los resultados revelaron un aumento estadisticamente significativo de la
DMV en HOM-dADSC (p=0,0005) y HOM-dBMSC (p=0,0244) ademas, los
grupos HOM-dBMSC y HOM-dDPSC llegaron a ser comparables a los controles
positivos HOM-HUVEC (p>0,05) (Figura 22).
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Figura 22: Anélisis inmunohistoquimico de la expresion del marcador vascular vWF en
modelos mejorados de mucosa oral humana implantados en ratones atimicos durante una
semana. HOM-HFOM: grupo control negativo que contiene fibroblastos de mucosa oral
humana; HOM-HUVEC: grupo control positivo que contiene células endoteliales de la vena
umbilical humana y fibroblastos de mucosa oral; HOM-ndMSCs: sustitutos de mucosa oral
humana que contienen MSC no diferenciadas y fibroblastos de mucosa oral; HOM-dMSCs:
sustitutos de mucosa oral humana que contienen MSC diferenciadas y fibroblastos de
mucosa oral. A) Analisis inmunohistoquimico de la expresion del marcador vWF. Barra de
escala: 20 um. B) Cuanitificacién del numero de células que muestran una sefal positiva por
cm?. C) Cuantificacién de la densidad de microvasos (DMV) correspondiente al nimero de
vasos positivos encontrados por cm?. Los valores significativos de la comparacion entre
todos los grupos de estudio frente a HOM-HUVEC se indican con el superindice a. Los
valores significativos de la comparacion entre todos los grupos de estudio frente a HOM-

HFOM se indica con el superindice b.

Por ultimo, se evalué cada tipo de muestra utilizando el marcador CD34, como
se representa en la figura 23. Los resultados obtenidos revelaron que la zona B
de los controles positivos HOM-HUVEC contenia una mayor densidad de células
positivas para el marcador CD34 que los controles negativos HOM-HFOM

(p=0,0004). Sin embargo, cuando se analizaron los modelos mejorados de
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mucosa oral humana que contenian MSC no diferenciadas, se encontraron
pocas células positivas en el grupo HOM-ndADSC (p=0,0008 frente a los
controles positivos HOM-HUVEC), pero el numero de células positivas para el
marcador vascular CD34 encontradas en los grupos HOM-ndBMSC y HOM-
ndDPSC no fue significativamente inferior al de los controles positivos HOM-
HUVEC (p>0,05). Por otro lado, los modelos mejorados de mucosa oral humana
generados con MSC diferenciadas mostraron una tendencia al aumento del
numero de células positivas para el marcador vascular CD34 con respecto al
control positvo HOM-HUVEC, que alcanzé valores estadisticamente
significativos en el caso del grupo HOM-dADSC (p=0,0238) (Figura 23).

Ademas, como se muestra en la figura 23, en la zona C la DMV de las muestras
analizadas fue alta en los controles positivos HOM-HUVEC, mientras que se
observaron valores bajos en los controles negativos HOM-HFOM (p=0,0001 para
la comparacién estadistica de ambos controles). El numero de vasos positivos
para el marcador de vasos sanguineos CD34 encontrado en los modelos
mejorados de mucosa oral humana generados mediante técnicas de IT con
células MSC no diferenciadas fue estadisticamente significativo con respecto a
los controles negativos HOM-HFOM (p<0,0001 para todos los modelos
mejorados de mucosa oral humana generados con MSC no diferenciadas HOM-
ndADSC, HOM-ndBMSC, HOM-ndDPSC). Sin embargo, este valor fue
significativamente menor que en los controles positivos HOM-HUVEC (p=0,0152
para HOM-ndADSC, p=0,0055 para HOM-ndBMSC y p=0,0206 para HOM-
ndDPSC). Cuando se emplearon MSC diferenciadas para generar los modelos
mejorados de mucosa oral humana, los grupos HOM-dBMSC y HOM-dDPSC
revelaron valores similares a los controles positivos HOM-HUVEC (p>0,05), pero
el grupo HOM-dADSC fue inferior a los controles positivos HOM-HUVEC
(p=0,0360).
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Figura 23: Anaélisis inmunohistoquimico de la expresion del marcador vascular CD34 en
modelos mejorados de mucosa oral humana implantados en ratones atimicos durante una
semana. HOM-HFOM: grupo control negativo que contiene fibroblastos de mucosa oral
humana; HOM-HUVEC: grupo control positivo que contiene células endoteliales de la vena
umbilical humana y fibroblastos de mucosa oral; HOM-ndMSCs: sustitutos de mucosa oral
humana que contienen MSC no diferenciadas y fibroblastos de mucosa oral; HOM-dMSCs:
sustitutos de mucosa oral humana que contienen MSC diferenciadas y fibroblastos de
mucosa oral. A) Andlisis inmunohistoquimico de la expresion del marcador CD34. Barra de
escala: 20 um. B) Cuanitificacién del numero de células que muestran una sefal positiva por
cm?. C) Cuantificacién de la densidad de microvasos (DMV) correspondiente al nimero de
vasos positivos encontrados por cm?. Los valores significativos de la comparacion entre
todos los grupos de estudio frente a HOM-HUVEC se indican con el superindice a. Los
valores significativos de la comparacion entre todos los grupos de estudio frente a HOM-

HFOM se indica con el superindice b.
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Los trastornos de la mucosa oral humana son afecciones muy prevalentes que
afectan a mas de tres mil millones de personas en todo el mundo, siendo el
cancer oral, los traumatismos y las enfermedades periodontales graves los casos
mas prevalentes en la actualidad (Disease, Injury et al. 2018). En la mayoria de
los casos, el tratamiento de estas patologias depende en gran medida de la
disponibilidad de mucosa oral humana sana que permita una terapia de
sustitucidn, algo que dificulta su tratamiento debido a la escasez de donantes
(Heller, Frerick-Ochs et al. 2016). En este sentido, la IT surge como una gran
alternativa para el tratamiento de estas patologias, ya que es una rama de la
medicina que tiene como objetivo basico la elaboracion de tejidos artificiales que
permitan la reparacion, restauracion o incluso la mejora de las funciones de
tejidos y organos danados (Atala 2012, Lanza, Langer et al. 2020). En este
sentido, en los ultimos afios se han desarrollado, optimizado y caracterizado
varios modelos de mucosa oral humana artificial generados mediante protocolos
de IT (Izumi, Takacs et al. 1999, Kinikoglu, Auxenfans et al. 2009, Fernandez-
Valades-Gamez, Garzon et al. 2016), que incluyen desde sustitutos de mucosa
oral humana generados empleando solamente una capa estratificada continuada
de queratinocitos, hasta modelos de mucosa oral humana de espesor total con
distintas poblaciones celulares, destacando el modelo de mucosa oral humana
desarrollado en el grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada
empleando el biomaterial de fibrina-agarosa. Sin embargo, aunque estos
modelos de mucosa oral humana artificial han demostrado su potencial utilidad,
sus principales limitaciones son las bajas propiedades mecanicas de los
biomateriales empleados y la falta de vascularizacion, lo que dificulta la
implantacion, la biointegracién y la supervivencia de los sustitutos artificiales in
vivo (Jang, Kim et al. 2020).

En este contexto, es imprescindible llevar a cabo mejoras de los modelos
actuales de mucosa oral humana que garanticen su translacién clinica. Con el
fin de alcanzar esta translacion clinica, actualmente la IT se encuentra enfocada
en el desarrollo y la optimizaciéon de nuevos biomateriales, asi como la mejora
de los protocolos de biofabricacidén (lrastorza-Lorenzo, Sanchez-Porras et al.
2021, Garcia-Garcia, El Soury et al. 2023). En concreto, en la presente Tesis
Doctoral se han optimizado biomateriales con propiedades fisicoquimicas y
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mecanicas similares a la mucosa oral humana. Ademas, se ha trabajado en el
desarrollo de protocolos de IT que han permitido la generacién de sustitutos
artificiales prevascularizados mediante el uso de células madre mesenquimales
con el objetivo de garantizar la biointegracion de los tejidos artificiales tras la
implantacion in vivo y explorar nuevas fuentes celulares alternativas para su uso
en modelos artificiales prevascularizados (Masson-Meyers and Tayebi 2021). De
este modo, los modelos mejorados de mucosa oral humana generados en la
presente Tesis Doctoral podrian contribuir al futuro tratamiento clinico de
enfermedades complejas que afectan a la cavidad oral humana (Feller,
Khammissa et al. 2017).

A pesar de los avances técnicos que se han logrado en los protocolos de IT
durante los ultimos anos, la generacidn de érganos y tejidos humanos complejos,
tales como la mucosa oral, sigue siendo un desafio en este campo (Huang,
Huang et al. 2022). En este sentido, el desarrollo de un biomaterial ideal para su
uso en clinica es uno de los principales objetivos de la IT. Los polisacaridos de
origen marino, en particular las agarosas, han sido ampliamente explorados
durante los ultimos afios para su uso en protocolos de IT debido a su elevada
biocompatibilidad, ademas de sus prometedoras propiedades biomecanicas (V,
Udduttula et al. 2022, Samrot, Sathiyasree et al. 2023). El grupo de Ingenieria
Tisular de la Universidad de Granada ha demostrado previamente resultados
prometedores con el uso del biomaterial de fibrina-agarosa en la generacion de
sustitutos artificiales humanos de cornea (Alaminos, Del Carmen Sanchez-
Quevedo et al. 2006), piel (Carriel, Garzon et al. 2012), nervio (Carriel, Scionti et
al. 2017) o tenddn (Gonzalez-Quevedo, Sanchez-Porras et al. 2022), entre otros.
Sin embargo, las propiedades biomecanicas de este material para su uso en la
generacion de mucosa oral humana artificial podrian mejorarse para facilitar la
funcionalidad en las distintas regiones anatomicas de la cavidad oral. En este
contexto, articulos recientes han demostrado que diferentes tipos de agarosas
marinas podrian tener propiedades biolégicas y biomecanicas especificas
(Irastorza-Lorenzo, Sanchez-Porras et al. 2021). Este reciente hallazgo sugiere
que no todos los polisacaridos de agarosas marinas disponibles actualmente
muestran el mismo comportamiento tanto en procesos in vitro, como in vivo. En

la presente Tesis Doctoral, se han evaluado distintas agarosas (D1LE, D2LE,

118



LM, MS8, D5) a varias concentraciones (0,05%, 0,1%, 0,2% y 0,3% p/v) para
determinar su potencial utilidad para la generacion de modelos mejorados de

mucosa oral humana.

Una vez generados los modelos mejorados de mucosa oral humana con las
distintas agarosas se analizaron las propiedades biomecanicas de cada grupo
con el fin de determinar su potencial utilidad en diferentes aplicaciones
especificas. Ciertos organos y tejidos humanos requieren propiedades
reolégicas definidas, como es el caso de la generacion de una mucosa oral
masticatoria artificial humana, la cual estd sometida a un desgaste continuo
debido al proceso de masticacion (Gémez de Ferraris and Campos Mufioz 2009).
Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han demostrado que
todas las agarosas estudiadas eran capaces de mejorar las propiedades
biomecanicas del grupo control (FIB), formado por fibrina pura, como habia sido
demostrado previamente (lonescu, Alaminos et al. 2011, Scionti, Moral et al.
2014). Sin embargo, se observo que tanto la concentracion como el tipo de
agarosa empleado para la generacion de los sustitutos de fibrina-agarosa
influian en las propiedades biomecanicas de estos hidrogeles. En cuanto al tipo
de agarosa empleado, se ha detectado que los grupos de fibrina-agarosa que
contenian la agarosa tipo D1LE mostraban una mejora significativa en el valor
del médulo de Young en comparacion con el grupo FIB y con los hidrogeles
combinados del resto de agarosas estudiadas. A pesar de que este médulo es
un parametro complejo, la rigidez de un biomaterial especifico puede medirse
empleando el médulo de Young (Harris, Lacombe et al. 2021), y los valores mas
altos de este mddulo suelen asociarse con los niveles mas altos de rigidez del
material analizado. De este modo, los resultados obtenidos sugieren que el
biomaterial de fibrina-agarosa generado usando la agarosa tipo D1LE podria
tener una mayor rigidez que el resto de las agarosas estudiadas en la presente
Tesis Doctoral y por tanto, podria ser apta para la fabricacion de mucosa oral
masticatoria artificial humana. Asimismo, los resultados de la presente Tesis
Doctoral demuestran que el tipo de agarosa se asocia con una mejora
significativa de los parametros biomecanicos que estan mas especificamente
relacionados con la elasticidad del tejido, como son la deformacion a la fractura
y la carga a la rotura (Cioroianu and Storm 2013), como es el caso de la agarosa
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tipo LM, quimicamente homodloga a la agarosa tipo VII. Dado que estos
parametros representan principalmente la capacidad de deformacion del
biomaterial en el momento de la fractura (Cioroianu and Storm 2013), los
resultados sugieren que la optimizacion de los procesos de biofabricacién de
nuevos modelos de mucosa oral humana con la agarosa tipo LM podrian aportar
mas elasticidad que el resto de hidrogeles sintetizados y que el grupo control con
fibrina pura (FIB), y por tanto, seran aptos para la fabricacion de mucosa oral de

revestimiento artificial humana.

En cuanto a las distintas concentraciones de agarosa estudiadas (0,05%, 0,1%,
0,2% y 0,3% plv), también se detectd una relacion estrecha entre la
concentracion y las diferentes propiedades biomecanicas analizadas. En
general, se observO que la rigidez del biomaterial de fibrina-agarosa,
determinada por el médulo de Young, tendia a aumentar con la concentracion
de agarosa, excepto en el caso de los hidrogeles que contenian la agarosa tipo
LM. En cambio, los parametros elasticos no cambiaban o tendian a disminuir con
la concentracion de agarosa. Curiosamente, estudios previos en hidrogeles de
agarosa pura detectaron una correlacion positiva significativa del médulo de
Young con la concentracion de agarosa, mientras que la deformacién a la
fractura tendia a disminuir con la concentracion (lrastorza-Lorenzo, Sanchez-
Porras et al. 2021).

Aunque es necesario continuar investigando en relacién a la mejora de los
biomateriales empleados en protocolos de IT, los resultados del analisis
biomecanico llevado a cabo en la presente Tesis Doctoral podrian suponer una
mejora de las propiedades mecanicas de los biomateriales desarrollados en el
grupo de investigacion hasta la fecha. El hecho de que diferentes tipos y
concentraciones de agarosa den lugar a hidrogeles de fibrina-agarosa con
propiedades biomecanicas diferentes abre la puerta a una aplicacion clinica
especializada. De este modo, cada biomaterial podria ser empleado de forma
especifica segun las propiedades reoldgicas concretas que requiera cada tejido
u organo artificial que se desee generar. Ademas, los resultados obtenidos
permiten concluir que la generacion de aquellos tejidos artificiales que requieran
una elevada rigidez una vez sean implantados in vivo, como podria ser el caso

de la mucosa oral masticatoria, deberian de ser generados empleando
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biomateriales que contengan agarosa tipo D1LE, especialmente en las
concentraciones mas elevadas. Sin embargo, aquellos tejidos que requieren una
mayor elasticidad, como es el caso la mucosa oral de revestimiento, podrian
generarse preferiblemente usando hidrogeles que contengan agarosa tipo LM,
especialmente en las concentraciones mas bajas. En este sentido, el estudio
realizado en la presente Tesis Doctoral ha permitido optimizar la concentracion
y el tipo de agarosa con las propiedades biomecanicas mas adecuadas para la
generacion de modelos mejorados de mucosa oral humana masticatoria y de

revestimiento.

Una vez optimizados los biomateriales para la generaciéon de nuevos modelos
de mucosa oral humana, se paso a estudiar otro de los grandes retos de la IT
actual, la vascularizacion de los sustitutos artificiales (Dimitrievska and Niklason
2018, Chandra and Atala 2019). Esta estrategia sigue siendo en la actualidad
una de las principales limitaciones de los tejidos artificiales, ya que la formacion
de vasos sanguineos es necesaria para que el tejido artificial implantado in vivo
reciba nutrientes y oxigeno (Nishiyama, Akagi et al. 2019). Ademas, la
vascularizacion es un paso crucial para asegurar la biocompatibilidad y viabilidad
del tejido en el nicho receptor, como varios autores han descrito previamente
(Kannan, Salacinski et al. 2005, Kim, Hou et al. 2016).

En este sentido, la formacion in vivo de vasos sanguineos puede lograrse
mediante dos procesos: la vasculogénesis o la angiogénesis (Flamme, Frolich et
al. 1997, Heil, Eitenmuller et al. 2006). La vasculogénesis se refiere al proceso
de diferenciacion de las células precursoras en células endoteliales capaces de
formar vasos sanguineos de novo, mientras que la angiogénesis es un proceso
mediante el cual los vasos sanguineos preexistentes se extienden por los tejidos

mediante brotacion (Aronow and McClung 2016).

Hasta la fecha se han descrito numerosos modelos de mucosa oral humana
generados mediante protocolos de IT, y algunos de ellos ha logrado demostrar
resultados clinicos prometedores en pacientes humanos (Lauer and Schimming
2001, Orzechowska-Wylegala, Dobrowolski et al. 2017). Pero aun no se ha
logrado un modelo de mucosa oral plenamente funcional, el cual sea capaz de
generar una red vascular eficiente una vez es implantado in vivo. De este modo,

articulos recientes han demostrado la utilidad de las células endoteliales
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humanas para facilitar la generacion de una mucosa oral humana
prevascularizada (Nishiyama, Akagi et al. 2019). Estos autores emplearon
HUVEC aisladas del cordon umbilical humano en combinacion con nanofilms de
matriz extracelular y demostraron que estas células eran capaces de
diferenciarse in situ y formar capilares sanguineos en el estroma de la mucosa
oral. Aunque se trata de un método muy prometedor, el uso de células HUVEC
se encuentra sujeto a varias limitaciones, como es la baja capacidad de
proliferacion in vitro de estas células o la alta probabilidad de rechazo
inmunogénico si las células se emplean de forma alogénica (Naji, Deschaseaux
et al. 2005, Carey, Poulton et al. 2020).

Una posible alternativa al uso de células altamente diferenciadas, como es el
caso de las HUVEC, es el uso de MSC debido a su baja inmunogenicidad, alta
tasa de proliferacion y alto potencial de diferenciacion (Martin-Piedra, Alfonso-
Rodriguez et al. 2019, Suresh and West 2020). Todas estas caracteristicas han
hecho que las MSC hayan sido usadas previamente en estrategias de
vascularizacion de tejidos artificiales (Dominici, Le Blanc et al. 2006, Klar, Guven
et al. 2016, Wu, Helder et al. 2019, Guo, Redenski et al. 2020). Sin embargo, la
mayoria de estos enfoques se centran en la regeneracion de érganos y tejidos
como la piel, el hueso o la médula espinal. Por lo que no existen pruebas del uso
de MSC para la generacion de sustitutos prevascularizados de mucosa oral
humana. Debido a esto, en la presente Tesis Doctoral se han desarrollado
modelos mejorados de mucosa oral humana utilizando tres fuentes celulares
diferentes de MSC (ADSC, BMSC, DPSC) con el objetivo de determinar el
potencial de vascularizacion de cada tipo celular y, ademas, evaluar la

posibilidad de inducir una rapida vascularizacion tras su implantacion in vivo.

En primer lugar, una vez se aislaron los tres tipos diferentes de MSC (ADSC,
BMSC y DPSC) y se observaron niveles de confluencia superiores al 80%, se
pasé a determinar la capacidad de diferenciacion a linaje adipogénico,
condrogénico y osteogénico empleando medios de induccion de todas las
estirpes celulares. Ademas, se evalud la expresion de los principales marcadores
celulares de indiferenciacion asociados a multipotencialidad mediante citometria
de flujo, como son el marcador CD73, CD90 y el CD105 (Dominici, Le Blanc et
al. 2006).
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Por otro lado, tras someter los diferentes tipos de MSC a un proceso de
diferenciacion vascular in vitro empleando el medio de diferenciacion 199 se
evaluo el potencial de diferenciacion vascular mediante inmunofluorescencia.
Para ello, a parte de los seis grupos de estudio (hdADSC, ndBMSC, ndDPSC,
dADSC, dBMSC y dDPSC) se empled el grupo HUVEC como control positivo y
HFOM como control negativo. Curiosamente, los grupos ndBMSC y ndDPSC
mostraron cierta expresion nativa de los marcadores vasculares vVWF y VEGF,
los cuales también estaban presentes en el control positivo HUVEC. El proceso
de induccion a la diferenciacién fue capaz de aumentar esta expresion no solo
en estos tipos celulares, sino también en las ndADSC, donde también se expreso
el marcador vascular CD31. Estos resultados permitieron confirmar el potencial
de diferenciacion vascular de los tres tipos de MSC estudiados (ADSC, BMSC,
DPSC), tal y como habia sido demostrado previamente por varios autores (Lu,
Xu et al. 2019, Xu, Li et al. 2019, Suresh and West 2020).

A pesar de que las sefales genéticas y moleculares asociadas a la diferenciacion
vascular de estas células requiere una mayor caracterizacion en futuros trabajos,
en la presente Tesis Doctoral se ha estudiado mediante un array la expresion de
proteinas estrechamente implicadas en los procesos de angiogénesis y
vasculogénesis. Este analisis ha permitido demostrar que varias de estas
proteinas han sido sobreexpresadas en los grupos de MSC diferenciadas. Segun
estos resultados, las DPSC podrian tener el mayor potencial de diferenciacion
vascular in vitro, ya que el grupo de dDPSC sobreexpresé 10 de las 55 proteinas
proangiogénicas analizadas, correspondiendo la mayor expresion a Anfiregulina
y VEGF. Algunos autores han demostrado previamente que la elevada expresion
de Anfiregulina puede actuar como inductor de VEGF (Wang, Huang et al. 2017).
Ademas, la expresion del factor antiangiogénico PF4 puede sugerir que el
proceso de diferenciacion vascular que se llevé a cabo in vitro podria estar
regulado por una intrincada red de vias de sefalizacion, las cuales se solapan a
menudo y en las que intervienen tanto proteinas proangiogénicas como
antiangiogénicas (Ramai, Lai et al. 2018). De este modo, PF4 podria estar
actuando como regulador del proceso de vascularizacion (Aidoudi and Bikfalvi
2010).
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Una vez que se completd la caracterizacion in vitro de las MSC y se evalu6 in
vitro el potencial de vascularizacion de las MSC, se realiz6 un modelo
tridimensional mejorado de mucosa oral humana previamente optimizado con el
uso de biomateriales de fibrina y agarosa LM, quimicamente homodloga a la
agarosa tipo VII. En el modelo tridimensional mejorado de mucosa oral humana
se incluyeron MSC (ndADSC, ndBMSC, ndDPSC, dADSC, dBMSC, dDPSC) en
el compartimento estromal y fue implantado en ratones atimicos durante una
semana. Se selecciond este modelo animal de laboratorio debido a que habia
sido utilizado previamente con éxito por el grupo de investigacion de Ingenieria
Tisular de la Universidad de Granada para la evaluacién in vivo de modelos de
mucosa oral humana, sin generar rechazo debido a su condicion atimica (carente
de timo) (Carriel, Garzon et al. 2012, Alfonso-Rodriguez, Gonzalez-Andrades et
al. 2015, Martin-Piedra, Alfonso-Rodriguez et al. 2019).

En este sentido, los resultados obtenidos confirmaron que los modelos de
mucosa oral humana mejorados con agarosa LM eran totalmente biocompatibles
in vivo, y que, ademas los animales a los que se les implantaron los distintos
modelos mejorados carecian de complicaciones o efectos secundarios

significativos.

La evaluaciéon de los modelos mejorados de mucosa oral humana implantados
in vivo se realizo tras un periodo de seguimiento de una semana. Tras esta
semana, el analisis histologico mostré la presencia de tres zonas bien
diferenciadas (zona A, B, C). En primer lugar, la zona A era la mas externa,
siendo el modelo mejorado de mucosa oral humana implantado en los ratones
atimicos. Por otro lado, la zona B correspondia a la zona del modelo mejorado
de mucosa oral humana que presentaba una alta densidad celular, lo que sugiere
gue puede estar llevandose a cabo de forma activa un proceso de remodelacion.
Por ultimo, la zona C representa la zona de interfaz entre el tejido nativo del
huésped, el raton atimico, y el modelo mejorado de mucosa oral humana. Cabe
destacar, que la zona C contenia numerosos vasos sanguineos. Sin embargo,
el analisis inmunohistoquimico con el marcador anti-mitocondria revel6 que parte
de los vasos recién formados contenian células de origen humano (Deluiz,
Delcroix et al. 2019).
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En este sentido, lo mas probable es que estas tres areas bien definidas soélo
puedan encontrarse en fases muy tempranas del seguimiento in vivo, ya que
trabajos anteriores han demostrado que los sustitutos de mucosa oral humana
implantados en ratones atimicos durante periodos de tiempo mas largos se
integran completamente (Garzon, Sanchez-Quevedo et al. 2009). Es importante
destacar que el hecho de que la zona A revelase la presencia de muy pocas
células podria deberse al contacto directo con el aire, lo que podria ocasionar
una migracion de las células a zonas mas profundas, como ha sido demostrado

por autores previamente (Vermeulen, Gasparini et al. 1996).

Con el fin de determinar la capacidad de inducir la formaciéon de vasos
sanguineos en los modelos mejorados de mucosa oral humana generados en la
presente Tesis Doctoral, se analizé el area de células positivas encontradas en
la zona B, la zona de remodelacion in vivo de los modelos mejorados de mucosa
oral humana implantados, para los cuatro marcadores vasculares estudiados
(VEGF, CD31, vWF y CD34). La seleccion de diferentes marcadores vasculares
se debio a que las células endoteliales son muy heterogéneas, y actualmente se
carece de un marcador endotelial totalmente sensible y especifico (Vermeulen,
Gasparini et al. 1996, Poncelet, Madelenat et al. 2002). Aunque todos estos
marcadores vasculares son capaces de identificar vasos sanguineos, trabajos
previos han demostrado que la mayor expresion del marcador CD34 se
encuentra en capilares pequefnos, ya que actua como marcador de células
progenitoras endoteliales implicadas en el desarrollo de vasos sanguineos
pequefios (Pusztaszeri, Seelentag et al. 2006). Sin embargo, el marcador vWF
expresa una sefial positiva en vasos de mayor calibre, siendo negativo o
débilmente positivo en capilares (Pusztaszeri, Seelentag et al. 2006). Por otro
lado, el marcador vascular CD31, también conocido como PECAM-1, que es una
glicoproteina transmembrana miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas
que se expresa en las células endoteliales vasculares tempranas y maduras, por
lo que puede utilizarse para identificar todo tipo de vasos sanguineos. Sin
embargo, este marcador se ha caracterizado especialmente en las venas
(Kawanami, Jin et al. 2000, Rakocevic, Orlic et al. 2017). Por ultimo, se considera
que el marcador VEGF funciona como un marcador panendotelial celular,

aunque se expresa preferentemente en la diferenciacion arterial en asociacion
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con la via de senalizacion Notch (Boyer-Di Ponio, El-Ayoubi et al. 2014).
Ademas, el marcador VEGF tiene un efecto directo sobre la proliferacion y
migracion endotelial (Broll, Erdmann et al. 2001), y su sobreexpresion esta
asociada a la diferenciacion vascular (Yan, Wang et al. 2011).

En este contexto, se determind que no existian vasos sanguineos en la zona B,
lo cual no es sorprendente debido al breve periodo de seguimiento empleado
para este analisis, solamente una semana. Sin embargo, como se ha descrito
previamente los modelos de mucosa oral humana implantados in vivo en ratones
atimicos durante 4 semanas son capaces de desarrollar abundantes vasos
sanguineos (Sanchez-Quevedo, Alaminos et al. 2007). En este sentido, el
analisis inmunohistoquimico revelé que las células encontradas en la zona B
eran capaces de expresar sefal positiva para los marcadores vasculares
estudiados, lo que sugiere que estas células podrian encontrarse en una fase
temprana de diferenciacion vascular. Como era de esperar, las células
encontradas en el grupo HOM-HFOM fueron practicamente negativas para todos
los marcadores analizados. Sin embargo, las células de las muestras del grupo
control positivo HOM-HUVEC expresaban cantidades elevadas de los
marcadores vasculares VEGF, CD31, vWF y CD34, lo que concuerda con el
fenotipo de diferenciacion vascular de las células HUVEC. En este sentido, los
grupos HOM-dBMSC y HOM-dDPSC mostraron cantidades muy elevadas de
células positivas para los cuatro marcadores analizados (VEGF, CD31, vWF y
CD34), sin diferencias significativas con el grupo control positivo HOM-HUVEC.
Por otro lado, los grupos HOM-dADSC, HOM-ndADSC, HOM-ndBMSC y HOM-
ndDPSC mostraron una tendencia a mejorar los resultados encontrados en el
control negativo HOM-HFOM, pero soélo fueron comparables o incluso superiores
a HOM-HUVEC en el grupo HOM-dADSC para el marcador VEGF y en los
grupos HOM-ndBMSC, HOM-ndDPSC y HOM-dADSC para el marcador
vascular CD34. Los resultados obtenidos sugieren que el uso de MSC para la
generacion de modelos mejorados de mucosa oral humana puede estar
relacionado con un proceso activo de diferenciacion celular hacia linajes
vasculares. Este proceso podria facilitar la generacion de vasos sanguineos
maduros en una fase mas avanzada de diferenciacion, la cual podria alcanzarse

con mayores tiempos implantacion in vivo en animales de experimentacion. Otra
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hipétesis que se podria plantear para explicar estos resultados es que las MSC
diferenciadas empleadas para la generacion de los modelos mejorados de
mucosa oral podrian estar migrando hacia la zona C, la zona de interfaz entre el
tejido nativo del huésped y el modelo mejorado de mucosa oral humana, lo que

contribuiria a la formacién de vasos sanguineos en esta zona.

Por otro lado, la alta densidad celular observada en la zona B podria favorecer
el proceso de diferenciacion vascular de las células. De este modo, trabajos
previos han demostrado que las MSC sometidas a diferenciacion vascular
tienden a migrar y formar agrupaciones celulares densas, ya que se requiere de
una estrecha interaccién célula-célula para formar redes vasculares bien
definidas (Hirschi, Li et al. 2014, Takebe, Enomura et al. 2015, Rouwkema and
Khademhosseini 2016).

Tras analizar la zona de remodelacion correspondiente a la zona B, se pasara a
evaluar la zona C, zona de interfase con un alto contenido vascular entre el tejido
nativo del huésped, el raton atimico, y los modelos mejorados de mucosa oral
humana implantados. Con el fin de determinar la capacidad de inducir la
formacion de vasos sanguineos de los seis grupos de los modelos mejorados de
mucosa oral humana (HOM-ndADSC, HOM-ndBMSC, HOM-ndDPSC, HOM-
dADSC, HOM-dBMSC, HOM-dDPSC) generados en la presente Tesis Doctoral,
se realizd un analisis de la densidad de microvasos (DMV) en la zona C de cada
muestra. En este sentido, para realizar el analisis de DMV se emplearon los
cuatro marcadores vasculares descritos previamente (VEGF, CD31, vWF y
CD34), lo que permitid evaluar la presencia de vasos sanguineos en cada
muestra de forma independiente (Poncelet, Madelenat et al. 2002). Mediante un
analisis combinado de estos cuatro marcadores vasculares, se pudo evaluar el
numero de vasos sanguineos que se formaron en la zona C de los modelos
mejorados de mucosa oral humana y, ademas contribuir a la caracterizacién del
tipo de vaso que se ha desarrollado en cada grupo estudiado en la presente
Tesis Doctoral.

En este contexto, los resultados de este analisis mostraron que el uso de HUVEC
en el grupo control positivo aumentaba significativamente la DMV en la zona C,
confirmando trabajos anteriores en los que se demostraba el potencial de
vascularizacion de estas células (Nishiyama, Akagi et al. 2019). En este sentido,
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los resultados de la presente Tesis Doctoral sugieren que la mayoria de los vasos
sanguineos detectados en la zona C de los modelos mejorados de mucosa oral
humana correspondian a capilares, ya fueron positivos para el marcador
vascular CD34, con un numero menor de vasos positivos cuando se analizaban
los marcadores vasculares vVWF, CD31 y VEGF. Estos resultados son plausibles,
ya que se espera que en primer lugar se formen vasos sanguineos de bajo
tamafno, seguidos de vasos de mayor calibre como arterias y venas. Cabe
destacar que el uso de MSC en los modelos mejorados de mucosa oral humana
ha permitido un aumento de la DMV en comparacién con el grupo control
negativo generado con fibroblastos de mucosa oral exclusivamente HOM-
HFOM. Este resultado destaca especialmente en el caso de los grupos HOM-
dBMSC y HOM-dDPSC, que mostraron un numero de vasos sanguineos muy
similar al del control positivo HOM-HUVEC. Sin embargo, deberian de realizarse
estudios futuros con periodos de implantacion in vivo mas largos, lo que

permitiria determinar si se produce la formacion de vasos de mayor calibre.

Otro de los hallazgos interesantes que se produjeron en este analisis es que las
MSC no diferenciadas también mostraron cierta capacidad para inducir la
formacion de vasos sanguineos, aunque a un nivel inferior que las MSC
diferenciadas. Cabe destacar que todos estos resultados concuerdan con el
estudio in vitro que se realizé previamente, en el que las MSC no diferenciadas
expresaron algunos de los marcadores vasculares, lo que puede deberse a la
capacidad pluripotencial de estas células (Machado, Passos et al. 2016, Sevari,
Shahnazi et al. 2020).

Una cuestiéon que queda sin resolver tras el analisis realizado en la presente
Tesis Doctoral es el mecanismo mediante el cual las células son capaces de
aumentar la DMV en los modelos mejorados de mucosa oral humana. Este
proceso puede deberse a que la mayoria de los vasos sanguineos que se
encuentran en la zona C han sido formados por un proceso de angiogénesis a
partir de los vasos del huésped, el raton atimico, mientras que las células que
han experimentado una diferenciacion vascular en la zona B podrian
corresponder a células humanas que migran y se unen a la red vascular del
huésped en la zona C. Pero otra posible explicacion seria que el mayor numero
de vasos encontrado en la zona C de ciertos grupos (especialmente, HOM-
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dBMSC y HOM-dDPSC) sea consecuencia de un proceso de vasculogénesis en
el cual las MSC humanas implantadas han originado la formacién de redes
vasculares de novo que se interconectan e integran con los vasos del huésped.
Teniendo en cuenta estas dos hipotesis, lo mas probable es que en realidad se
haya producido un mecanismo combinado de ambas, el cual incluya un proceso
activo tanto de angiogénesis como de vasculogénesis. Esta tercera hipotesis
concordaria con los resultados hallados en la presente Tesis Doctoral para la
deteccion inmunoldégica de células humanas mediante el anticuerpo anti-
mitocondria, demostrando la presencia en el lugar del injerto de vasos
compuestos por células humanas junto con vasos compuestos por células del
huésped. En este sentido, trabajos previos han demostrado que el anticuerpo
anti-mitocondria empleado para este analisis, es especifico para células
humanas. De este modo, se ha podido identificar de forma especifica la
localizacion de las células humanas injertadas en los ratones atimicos en los que
se realizé la implantacion de los modelos mejorados de mucosa oral humana
(Zhang, Ahluwalia et al. 2010, Huang, Liu et al. 2017).

En resumen, los resultados de la presente Tesis Doctoral sugieren que el uso de
ciertos tipos de MSC (ADSC, BMSC, DPSC) para la generacién de modelos
mejorados de mucosa oral humana, especialmente HOM-dBMSC y HOM-
dDPSC, se asocia con un aumento significativo de la formacién de vasos
sanguineos tras su implantacion in vivo en ratones atimicos. Estos hallazgos
abren la puerta al uso futuro de MSC prediferenciadas para inducir la rapida
formacion de una red vascular tras la implantaciéon de modelos de mucosa oral
humana en pacientes. Ademas, deberian de realizarse estudios futuros para
determinar si los resultados obtenidos para los modelos mejorados de mucosa
oral humana son también aplicables a la generacion de otros tipos de tejidos y
organos humanos, que requieran complejas redes vasculares, mediante
protocolos de IT con mayor potencial de vascularizacion, como es el caso de la
piel o el paladar humano.

La optimizacion de los modelos de mucosa oral humana previamente
desarrollados por el grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada
en la presente Tesis Doctoral ha consistido fundamentalmente en dos mejoras,

En primer lugar, la optimizacion de nuevos biomateriales con el objetivo de
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mejorar las propiedades biomecanicas de los sustitutos artificiales de mucosa
oral humana, y en segundo lugar, la mejora de los procesos de biointegracion a
partir de la incorporacion de MSC con capacidad de vascularizacion en el estoma
de los sustitutos artificiales de mucosa oral humana, para asi generar modelos

de mucosa oral humana prevascularizados.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral ponen de relieve que las
dos mejoras planteadas representan un importante avance para el futuro
proceso de translacion clinica de la mucosa oral humana artificial generada
mediante protocolos de IT. Esta potencial translacion clinica tendria una gran
importancia en la sanidad actual, ya que permitiria el tratamiento de patologias
graves que afectan a la cavidad oral como son los traumatismos, las

enfermedades periodontales graves o el cancer oral.
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1.

La metodologia utilizada en el desarrollo de la presente Tesis Doctoral ha
permitido la obtencibn de nuevos modelos de estroma artificial
funcionalizados aplicables a la generacion por Ingenieria Tisular de distintas
variedades de mucosa oral. La funcionalizacién alcanzada se sustenta en la
optimizacién de las propiedades biomecanicas del biomaterial de fibrina y
agarosa utilizado, y en la incorporacién de componentes celulares vasculo-
nutricionales derivados de células madre mesenquimales de distinta

naturaleza.

La utilizacién en el proceso de biofabricaciéon del biomaterial polimérico de
fibrina y agarosa que conforma el estroma artificial de cinco tipos de agarosa
y cuatro niveles de concentracion permite la generacién de distintos modelos
de estroma artificial funcionalizados con propiedades biomecanicas
diferentes para cada uno de ellos. Estos resultados ponen de relieve, en tal
sentido, que la utilizacion de la agarosa tipo LM en los protocolos de
biofabricacion de estroma artificial es compatible con las propiedades
biomecanicas que caracterizan a la mucosa oral de revestimiento, mientras
que la utilizacion de la agarosa tipo D1LE en los protocolos de biofabricacion
de estroma artificial, es compatible con las propiedades biomecanicas que

caracterizan a la mucosa oral masticatoria.

La utilizacion de distintos tipos de células madre mesenquimales; células
madre mesenquimales del tejido adiposo, células madre mesenquimales de
la pulpa dental y células madre mesenquimales de la médula O&sea,
diferenciadas hacia células endoteliales y, con posterioridad, incorporadas al
estroma artificial oral de fibrina y agarosa optimizado biomecanicamente,
tanto in vitro como in vivo, pone de relieve, en el seno de dicho estroma, la
existencia de  patrones  vasculo-nutricionales  significativamente
desarrollados cuando, en su proceso de biofabricacion, se utilizan células
madre mesenquimales de la médula ésea y de la pulpa dental.

La biofabricacion de nuevos modelos mejorados de estroma artificial de
mucosa oral, funcionalizados en sus propiedades biomecanicas y en sus
patrones vasculares, permiten la generacion por Ingenieria Tisular de

distintas variedades histologicas biomiméticas de mucosa oral, susceptibles
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de translacion a la clinica para su posible uso en protocolos terapéuticos de

odontologia y cirugia maxilofacial.
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CONCLUSIONS







1.

The methodology used in the development of this Doctoral Thesis has
allowed obtaining new models of functionalized artificial stroma applicable
to the generation by Tissue Engineering of different varieties of oral
mucosa. The functionalization achieved is based on the optimization of the
biomechanical properties of the fibrin and agarose biomaterial used, and
on the incorporation of vasculonutritional cellular components derived from

mesenchymal stem cells of different nature.

. The use in the biofabrication process of the fibrin-agarose polymeric

biomaterial that forms the artificial stroma in five types of agaroses and
four levels of concentration allows the generation of different models of
functionalized artificial stroma with different biomechanical properties for
each of them. Our results show that the use of LM agarose in the artificial
stroma biofabrication protocols is compatible with the biomechanical
properties that characterize the lining oral mucosa, while the use of D1LE
agarose in the artificial stroma biofabrication protocols is compatible with
the biomechanical properties that characterize the masticatory oral

mucosa.

The use of different types of mesenchymal stem cells (fat-derived
mesenchymal stem cells, dental pulp mesenchymal stem cells and bone
marrow mesenchymal stem cells) differentiated into endothelial cells and
subsequently incorporated into biomechanically optimized fibrin-agarose
oral artificial stroma, both in vitro and in vivo, highlights significantly
developed vasculonutritional patterns within the stroma when bone

marrow and dental pulp mesenchymal stem cells are used.

The biofabrication of new improved models of artificial oral mucosal
stroma, functionalized in their biomechanical properties and vascular
patterns, allow the generation by Tissue Engineering of different
biomimetic histological varieties of oral mucosa, susceptible of translation
to the clinic for their possible use in therapeutic protocols in dentistry and

maxillofacial surgery.
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