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RESUMEN

Varias condiciones y enfermedades pueden afectar significativamente la region oral y
maxilofacial, incluidas malformaciones congénitas, traumatismos, infecciones, tumores,
osteonecrosis y otras patologias relevantes que pueden conducir a una pérdida significativa de
tejido 6seo. Los defectos graves del hueso mandibular son muy dificiles de tratar con los
materiales y la tecnologia disponibles en la actualidad. En la presente Tesis Doctoral, generamos
sustitutos acelulares y celulares del hueso humano mediante ingenieria tisular, utilizando
biomateriales nanoestructurados de fibrina-agarosa con y sin células madre mesenquimales

derivadas de tejido adiposo diferenciadas del linaje osteogénico utilizando medios inductivos.

Una vez generado en el laboratorio el sustituto dseo, se realizaron controles de calidad a
nivel biomecanico, citolégico e histoldgico, para determinar pardmetros de calidad para su
futuro uso clinico tal y como establece la Agencia Espafnola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS). Luego, estos sustitutos se evaluaron en un modelo animal inmunodeficiente
generandoles un defecto éseo mandibular critico, para evaluar el potencial de los tejidos
bioartificiales para favorecer la regeneracion dsea, siendo el tamafio de este defecto mayor que
el habitualmente descrito en literatura previa, algo que nos permite acercarnos mas a las

situaciones clinicas reales.

Se realizd un andlisis de la biocompatibilidad del modelo de hueso artificial, mostrando a
nivel tanto macroscdpico, como microscépico una buena integracion del tejido artificial en la

mandibula con ausencia de complicaciones.

Los resultados mostraron que el uso de un sustituto éseo celular se asocioé con una mejora
morfofuncional de las estructuras maxilofaciales en comparacién con los controles negativos.
En cuanto al andlisis del lugar del defecto, pudimos demostrar que ninguno de los grupos de
estudio logré generar por completo el defecto mandibular. Sin embargo, el andlisis de
radiodensidad mediante tomografia CT demostrd que el uso de un sustituto dseo celular pudo
mejorar la densidad del tejido regenerado, con diferencias significativas respecto al control y al

sustituto acelular.
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Finalmente se realizd un estudié histoquimico e inmunohistoquimico de la zona del
defecto en los distintos grupos de estudio. Estos resultados mostraron que el uso del sustituto
Gseo celular se asocid a la presencia de algunas islas de regeneracidn dsea en la zona del defecto.
Cuando se analizdé la estructura histolégica y el comportamiento histoquimico e
inmunohistoquimico de estas islas de regeneracidn, se encontré que éstas mostraron un perfil
comparable al hueso control para rojo alizarina y versican, y superior al hueso de control para

azul de toluidina y osteocalcina.

Aunque estos resultados son preliminares, la presente Tesis Doctoral sugiere que los
sustitutos 6seos nanoestructurados generados por ingenieria tisular, especialmente en el caso
de los sustitutos celulares, podrian ser Utiles para el tratamiento de defectos criticos del hueso
mandibular en un modelo animal de defecto éseo critico de gran tamafio. Estos resultados abren
la puerta al futuro uso de estos sustitutos para el tratamiento de pacientes con grandes defectos

del hueso mandibular.
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1 INTRODUCCION

1.1 ANATOMIA DE LA MANDIBULA.

El hueso mandibular es el hueso mds denso y prominente de la cara en la especie
humana; tiene determinadas caracteristicas importantes; es un hueso impar, plano,

central, mévil y simétrico. Se situa en la parte inferior y anterior de la cara.

Tiene una forma en herradura con un hueso horizontal y dos ramas ascendentes

verticales, una a cada lado del cuerpo (Infante Contreras, 2009).

Los maxilares y junto con ellos la cavidad oral como unidad funcional, han tenido
un impacto importante en el desarrollo del linaje y evoluciéon de los vertebrados,
especialmente en la especie humana. Ademds de una herramienta fundamental para
conseguir el alimento, con la evolucidon de la especie se convierte en un elemento
indispensable en la comunicacion verbal, la expresion de las emociones y la interaccién

con los demas (Infante Contreras, 2009).
CUERPO:

Cara externa; (Convexa) justo en el centro presenta la sinfisis mentoniana, que

supone la linea de unién de las dos hemicaras.

A cada lado se dibuja la linea oblicua externa que recorre diagonalmente la cara

externa y termina en el borde anterior de la rama ascendente.

La eminencia o protuberancia mentoniana formada por varias crestas de
osificacién, se encuentra en el centro de la cara externa del cuerpo y tiene forma

triangular.

A la altura de las raices de los premolares se encuentra el agujero mentoniano por

donde pasa el nervio y los vasos con el mismo nombre.

Introduccién 12
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Cara interna: En la linea media tenemos dos pares de apdfisis pequeias
denominadas apdfisis geni. En las situadas superiormente; insertaran los musculos

genioglosos y en las inferiores los geniohioideos.

Linea oblicua interna

/ RAMA

Linea oblicua externa

Eminencia mentoniana

)é' / ANGULO MANDIBULAR

Agujero mentoniano ot CUERPO

Imagen 1: Dibujo propio de la autora: Partes del hueso mandibular.

A ambos los lados de las apdfisis geni, encontramos una depresién o fosita

sublingual donde se aloja gldndula sublingual.

Debajo de los ultimos molares encontramos otra depresion, la fosita submaxilar

gue contiene a la glandula submaxilar.

Hay una linea que recorre también diagonalmente la cara interna del cuerpo de la
mandibula, en este caso se denomina linea oblicua interna o milohioidea, y servira para

la insercidn del musculo milohioideo.

Borde superior o borde alveolar: se alojan los alvedlos dentarios con las raices

dentarias.

Introduccién 13
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Borde inferior: a cada lado de la linea media aparece una depresion o “fosa”

llamada digastrica, insercidn del vientre anterior del musculo digastrico.

Orificio del conducto
dentario

v s

Linea milohioi

Apofisis geni
v

Fosita sublingual

Imagen 2: Dibujo propio de la autora: Cara interna del hueso mandibular

RAMAS

Parten del cuerpo formando un angulo de unos 152 denominado angulo

mandibular. Cada una de ellas presenta 2 caras y 4 bordes.

Cada rama en su parte superior tiene a su vez dos procesos separados por la

escotadura sigmoidea.
Anterior o apdfisis coronoides; insercion del musculo temporal.

Posterior o condilo mandibular; donde se forma la articulacién

temporomandibular, (por delante del canal auditivo externo

Cara externa con numerosas lineas de rugosidades en su parte inferior, donde se

inserta el musculo masetero.

Cara interna; a nivel medio estd el orificio mandibular o orificio del conducto

dentario por donde atraviesa los vasos y nervios dentarios inferiores.

Delante de este encontramos la espina de Spix o lingula (una laminilla con forma

triangular) donde se inserta el ligamento Esfenomandibular.

Introduccién 14
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En la parte infero-posterior de esta cara se encuentra un canal muy marcado; el

canal o surco milohioideo por donde salen los vasos y nervios milohioideos.

Fosa sublingual

Apofisis Geni

Fosa submaxilar Fosa submaxilar

Imagen 3: Dibujo propio de la autora: Partes de la rama mandibular.

1.2 EMBRIOLOGIA DE LA MANDIBULA.

La caracteristica mas tipica del desarrollo embrioldgico de la cabeza y el cuello es

la formacién de los arcos branquiales (Sadler, 2012).

Estos arcos aparecen durante la cuarta y la quinta semana del desarrollo
intrauterino y contribuyen en gran medida al aspecto externo caracteristico del

embrion. (Imagen 4)

Durante la cuarta semana, la regién craneal del embrién humano se asemeja al
embrién de un pez, en el mismo momento del desarrollo, esto explica la nomenclatura
“branquial” de este periodo, ahora mismo ya obsoleta (Almela Rojo y Iniesta Turpin,

2015).

Introduccién 15
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Los arcos faringeos o branquiales estan formados por un nucleo central de tejido
mesenquimal, cubierto en su lado externo por ectodermo superficial y revestido en su
interior por epitelio de origen endodérmico. Cada arco esta limitado por las
correspondientes hendiduras branquiales, por fuera, y bolsas faringeas, por dentro (Gil

et al., 2002) (Imagen 4).

Imagen 4: Dibujo de la autora: Vista lateral de un embrién de 4 semanas. Muestra los cartilagos de
los arcos faringeos que participan en la formacion de los huesos de la cara y el cuello. Aspecto

caracteristico “branquial”.

Es caracteristico que cada uno de ellos posea un componente muscular, (para
formar los musculos de la cabeza y el cuello), una arteria, nervios motores y sensitivos y
un vastago cartilaginoso (que forme el esqueleto del arco) (Pefialoza Salazar y Rodriguez

Ramirez, 2019). (Imagen 5)

Arcos faringeos

Bolsas faringeas

Hendiduras faringeas

Imagen 5: Aspecto horizontal de arcos, hendiduras y bolsas faringeas o branquiales

Introduccién 16
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En el final de la cuarta semana del desarrollo embrionario, pueden identificarse

cinco formaciones mesenquimaticas. (Imagen 6)

Los procesos mandibulares caudalmente en relacién con el estomodeo y los

procesos maxilares lateralmente al estomodeo.

La prominencia frontonasal, elevacién ligeramente redondeada, que se encuentra
en situacién craneal con respecto al estomodeo. El desarrollo de la cara se ve
complementado en una etapa posterior con la formacion de los procesos

nasales.(Almela Rojo y Iniesta Turpin, 2015)

El mesodermo original de cada arco faringeo forma los musculos de la cara y el
cuello. De tal manera, cada arco faringeo se caracteriza por poseer sus propios
componentes musculares, con su propio nervio craneal y, cualquiera que sea el sitio
donde emigren las células musculares, llevaran con ellas su componente nervioso. Esto
mismo ocurre con la vascularizacidn y cada arco posee su propio componente arterial

(Sadler, 2012).

PROMINENCIA
FRONTONASAL

PLACODAS
NASALES

ESTOMODEO

PROMINENCIA MAXILAR

Imagen 6; Dibujo de la autora: formaciones mesenquimdticas

De esta manera de cada arco faringeo se formara parte de la musculatura de la

cabeza y cuello con su consiguiente inervacion.

Introduccién 17
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El PRIMER ARCO FARINGEQ va a dar origen a: los musculos de la masticacién,

vientre anterior del digdstrico, milohioideo, musculo del martillo y periestafilino
externo. Musculos que van a estar inervados por la rama maxilar inferior del Nervio

Trigémino.

El SEGUNDO ARCO FARINGEOQ: va a dar lugar al musculo del estribo, estilohioideo,

vientre posterior del digastrico, auricular y musculos de la expresién facial. Todos ellos

van a estar inervados por el facial.

La musculatura del TERCER ARCO FARINGEOQ:; se circunscribe a los musculos

estilofaringeos, los cuales van a ser inervados por el nervio glosofaringeo.

Por ultimo, del CUARTO ARCO FARINGEO; se formaran; el musculo cricotiroideo,

periestafilino externo y constrictores de la faringe, todos ellos inervados por la rama

laringea superior del Nervio Vago.

En cuanto a los componentes cartilaginosos, el PRIMER ARCO FARINGEO va a estar

compuesto por una porcion dorsal; PROCESO MAXILAR y una ventral; PROCESO
MANDIBULAR.

El tejido mesenquimatico del proceso maxilar dara lugar a los huesos; premaxilar,

maxilar, hueso cigomatico y a una parte del temporal por osificacion membranosa.

Por otro lado, el proceso mandibular con el CARTILAGO DE MECKEL en su interior,
el cual durante su desarrollo posterior desaparece excepto en su extremo dorsal, que

persiste y forma el yunque y el martillo.

El maxilar inferior o hueso mandibular se forma mediante un proceso de
osificacion membranosa del tejido mesenquimatico que rodea este cartilago de Meckel

(Almela Rojo y Iniesta Turpin, 2015).
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El cartilago del SEGUNDO ARCO FARINGEO o CARTILAGO DE REICHERT, da lugar al

hueso estribo, apdfisis estiloides, ligamento estilohioideo, asta menory porcidn superior

del cuerpo del hueso hioides.

EI TERCER ARCO FARINGEOQ da origen a la porcién inferior del cuerpo y asta mayor

del hioides.

El 42 Y 62 ARCO FARINGEO se fusionaran para formar los cartilagos de la laringe;

Tiroides, cricoides, aritenoides corniculado y cuneiforme.

Imagen 7: Dibujo de la autora que muestra (A) los cartilagos de los arcos faringeos en una vision lateral
del embrion de 4 semanas y las estructuras definitivas formadas por los componentes cartilaginosos de
los arcos faringeos (Gil et al., 2002).

Introduccién 19



Generacidn de un sustituto 6seo humano mediante ingenieria tisular para el tratamiento de defectos mandibulares.

DERIVADOS DE LOS ARCOS FARINGEOS Y SU INERVACION

ARCO
FARINGEO

1.Mandibular

2. Hioideo

NERVIO

Trigémino,
division maxilar

inferior

Facial

Glosofaringeo

Vago

*R. laringea

superior

*R. laringea
inferior o

recurrente

MUSCULOS

De la masticacion
(temporal, masetero,
pterigoideo interno vy
externo) milohioideo;
vientre anterior  del

digdstrico; periestafilino

externo y del martillo.

De la expresion facial

(bucinador; auricular;
frontal; cutaneo del cuello;
orbicular de los labios y de
los parpados; vientre
posterior del digdstrico;

estilohioideo; del estribo

Estilo-faringeo

Cricotiroideo; elevador del
paladar; constrictor de la

faringe

ESQUELETO
Cartilago del
cuadrado, yunque,

cartilago de Meckel,
martillo, ligamento
anterior del martillo,
ligamento

esfenomandibular,

porcion del maxilar
inferior.
Estribo; apofisis

estiloides; ligamento
estilohioideo; asta
menor y porcion
superior del cuerpo

del hueso hioides.

Asta mayor y porcidn

inferior del cuerpo
del hioides

Cartilagos laringeos
(tiroides,  cricoides,
aritenoides,
corniculado y

cuneiforme)

Tabla 1: Derivados de los arcos faringeos y su inervacion
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1.3 OSIFICACION DE LA MANDIBULA.

Centrdndonos en la embriologia del hueso mandibular, serd el PRIMER ARCO
FARINGEO (también llamado MANDIBULAR) el que dara origen al proceso mandibular,

qgue contiene el cartilago de Meckel.

Este cartilago se forma entre la cuarta y quinta semana de vida intrauterina, se
localiza uno de cada lado de la linea media, divergen dorsalmente hasta la cavidad

timpanica de cada oido medio.

El cartilago de Meckel mds tarde servird como guia o sostén para la osificacién de
este proceso; y a la vez que se reabsorbe gradualmente serd remplazado por una

extension de osificacién del hueso membranoso alrededor de él.

La mandibula es el segundo hueso de todo el organismo, en osificarse, después de
la clavicula. El inicio de la formacién de tejido éseo se produce a las seis o siete semanas

de vida intrauterina.

Se cree que la parte anterior del cartilago de Meckel participa en la sinfisis
mandibular, mientras que la posterior, sirve como guia embrioldgica (un esqueleto

cartilaginoso) para la mandibula embrionaria y desaparece cerca de la semana 24.

Cartilago de Meckel

Nervio dentario inferior.
Nervio alveolar inferior.

Rama mentoniana L Sitio inicial de
Rama incisiva .
osteogénesis.

Imagen 8: Dibujo de la autora que muestra; Osificacion membranosa de la mandibula.

Cada mitad comienza el proceso de osteeogénesis desde un centro de osificacién;

cerca del agujero mentoniano, donde mas tarde se desarrollara el germen canino. A la
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altura del angulo formado por las ramas del nervio mentoniano y del nervio incisivo, al

separarse del nervio mandibular.

La osteogénesis progresa hacia la linea media, lingual y bucalmente para formar
un canal alrededor del cartilago y hacia a tras a lo largo de la cara lateral del cartilago de
Meckel formando hueso alrededor del nervio dentario inferior. Adicionalmente la
formacidn dsea se extiende hacia arriba, para dar soporte al desarrollo de los gérmenes

dentarios y aparecen las laminas alveolares.

La osificacion del cuerpo avanza hacia atras y se detiene en la zona de la lingula

mandibular desde donde el cartilago de Meckel continuda dentro del oido medio.

El hueso embrionario del cuerpo mandibular tiene el aspecto de un canal abierto
hacia arriba, donde se alojan el paquete vasculo-nervioso y los gérmenes dentarios en
desarrollo. Mientras tiene lugar el proceso de osificacién, el cartilago de Meckel va
involucionando excepto en la sinfisis mentoniana. Y finalmente la formacion del cuerpo

de la mandibula finaliza cuando el paquete vasculo-nervioso se desvia hacia arriba.

La rama mandibular se forma por una extensién de la osificacion desde el cuerpo,
hacia atrds y debajo del agujero mentoniano inferior y esto tiene lugar alrededor de las
doce semanas de VIU. Aparecen otros centros de cartilago para la osificacidn

endocondral de las ramas mandibulares. Existen cuatro centros cartilaginosos

secundarios: el corononoides, el incisivo (sinfisial o mentoniano), el condilar y el angular.
Los sitios donde aparecen estos cartilagos secundarios de osificacion, tomaran insercion

de los musculos masticadores.
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Cartilago coronoides

Cartilago condilar

Procesos alveolares

&

Cartilago sinfisial o mentoniano

Cartilago algular

Imagen 9: Dibujo de la autora que muestra centros de cartilago para la osificacion endocondral de la
mandibula.

El condileo es el de mayor tamafo y el que tiene el papel mds importante en el
crecimiento de la rama mandibular, ademds de jugar un papel definitivo en la

morfogénesis de la articulacién definitiva.

Durante la vida fetal las dos mitades de la mandibula estdn unidas por una sinfisis
fibrocartilaginosa, llamada sincondrosis que se suelda definitivamente al tercer mes de

vida extrauterina.

El hueso reticular inicial formado a lo largo del cartilago de Meckel es reemplazado

por hueso lamelar, y alrededor del quinto mes de VIU aparecen los sistemas de Havers.

Por tanto la mandibula tiene dos tipos de osificacion (Meruane et al., 2012):

Osificacion intramembranosa: Se realiza a expensas de mesénquima.

Osificacion endocondral: el molde de cartilago hialino es el que guia la formacién

Osea.
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Se dice que la mandibula tiene un mecanismo de osificacidon yuxtaparacondral
(Yuxta=al lado, para=paralelo; céndros=cartilago). En el que el cartilago de Meckel, sirve

como guia o sostén, pero no participa (Pefaloza Salazar y Rodriguez Ramirez, 2019).
1.4 HISTOLOGIA DEL PERIODO DE OSIFICACION MANDIBULAR

Para resumir histolégicamente el mecanismo de obtencion de hueso primario
utilizaremos un fragmento de mandibula fetal en periodo de osificacién con una tincidn.

(Imagen 10)

La matriz 6sea se ve de color azulado tras la desmineralizacion, y en su interior
pueden verse osteocitos. En la superficie de las trabéculas en formacion ribetes
epiteloideos de osteoblastos se encargan de ir incrementando el tamafio del hueso en
formacién. En otras dreas ya se han iniciado los mecanismos resortivos del hueso a
expensas de la actividad de los osteoclastos. El tejido circundante muy bien
vascularizado estd poblado por células indiferenciadas en las proximidades de la zona
Osea en formacidn. Se trata de elementos osteoprogenitores, y de ellas derivara todo el

linaje de los osteoblastos, osteocitos y células de las superficies dseas.
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Imagen10. (a)(b): Fragmento de mandibula fetal. (Tricrémico x10(a) y x20(b) aumentos; (Prdctica de
Histologia en Odontologia UV

G s s
Imagen10. (c): Esquema explicativo de los elementos histolégicos mds importantes que intervienen en la
osificacion mandibula

1.5 PATOLOGIA DE LA REGION MAXILOFACIAL.

En la cirugia oral y maxilofacial se puede ver una gama muy diversa de defectos
gue requieren la restitucion de tejido 6seo; desde los defectos dseos a que da lugar la
extraccién de un diete, hasta las grandes pérdidas de hueso resultantes de infecciones,

traumatismos o resecciones oncoldgicas (Tuz et al., 2019).

La (tabla 2) recoge las patologias mas frecuentes relacionadas con pérdida de

sustancia 6sea mandibular:
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La PERIODONTITIS es sin duda, el principal factor etiolégico de la pérdida de hueso

alveolar. Puede llevar aparejada la pérdida 6sea cuando la inflamacion o infeccidn de las

encias no se trata y el problema se va haciendo cada vez mas grave.

La REABSORCION DESPUES DE LA EXTRACCION DEL DIENTE. Tras la destruccién del

hueso cortical en el momento de la extraccion del diente o previamente, por distintas
etiologias odontoldgicas como; la enfermedad periodontal, alteraciones del desarrollo,
abscesos, apicectomias, fracaso de implantes, fracturas dentales... Tiene lugar una
deformidad del proceso alveolar de distintos grados como resultado del proceso de

cicatrizacion (Valenzuela Donoso, 1947).

Las LESIONES DE ORIGEN TRAUMATICO que afectan al macizo facial, suponen un

importante problema de salud a nivel mundial, del que derivan importantes alteraciones
funcionales y estéticas con una repercusion econdmico y social importantes asociadas

(Mardones et al., 2011).

Las fracturas maxilofaciales en hombres de 20-30 afios de edad son frecuentes y
se deben principalmente a caidas y accidentes de trafico (De la Pefia-Brambila y

Miranda-Diaz, 2016).

En concreto las fracturas del tercio inferior del rostro (hueso mandibular) son las

segundas mas frecuentes en esta region.

Las lesiones traumaticas a este nivel, ademas de generar defectos d&seos
importantes con dificil tratamiento quirdrgico, conllevan importantes alteraciones
clinicas asociadas, en muchas ocasiones; como la maloclusidn, pérdida del contorno del
arco dentario, laceracion de tejidos gingivales, alteracion de la sensibilidad por
compromiso del nervio alveolar inferior, presencia de hematomas y alteracién en la

dinamica mandibular (Miloro et al., 2004).
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ETIOLOGIAS QUE SUPONEN PERDIDA DE TEJIDO GSEO MANDIBULAR

Periodontitis

Reabsorcion después de la extraccion dentaria
Traumatismo maxilo-facial

Osteomielitis

Osteonecrosis farmacoldgica

Tumores primarios y resecciones oncoldgicas agresivas

Malformaciones congénitas

Tabla 2: Patologia mds frecuente relacionada con pérdida de sustancia mandibular.

La OSTEOMIELITIS MANDIBULAR: la osteomielitis de los maxilares tiene como

origen principal la caries dental, con predominio en la mandibula. Se da generalmente,
como resultado de una complicacién de infecciones odontdgenas, periodontales o tras
la extraccién de piezas dentarias; siendo la via hematdgena otra posible causa de

osteomielitis a este nivel, aunque mucho menos frecuente (Valenzuela Donoso, 1947).

La etiologia mds comun es bacteriana (siendo los microorganismos aislados mas
comunes; el Staphylococcus aureus, Bacteroides sp, aerébicos Gram negativos, ademas

de Streptococcus)

La osteomielitis en esta localizacién se considera muy poco frecuente (en
comparacion con las de los huesos largos), asi como de una incidencia baja, teniendo

ademas en cuenta, lo frecuente que son las infecciones y los traumatismos a este nivel.

La OSTEONECROSIS DE LOS MAXILARES: El dafio tisular inducido por la medicacion

es otra etiologia que puede relacionarse con afectaciones importantes a nivel de los

maxilares.

Definimos como OSTEONECROSIS MANDIBULAR RELACIONADA CON

MEDICAMENTOS (ONMRM) al sindrome asociado al uso de farmacos antirresortivos

(bifosfonatos), inhibidores de ligando RANK-L y de la angiogénesis, administrados para
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el tratamiento de algunas enfermedades como pueden ser el cdncer o la osteoporosis

(Fernandez M et al., 2018).

Los TUMORES PRIMARIOS DE LA REGION MAXILOFACIAL son poco frecuentes,

pero en algunos casos el tratamiento conlleva una conducta agresiva, con cirugias de
reseccion que ocasionan un dafio importante en los tejidos. Estas cirugias suponen
alteraciones fisicas, estéticas y psicoldgicas. Incluso en algunas ocasiones, cuando tiene
gue ser realizadas en pacientes jévenes, modifican el desarrollo y crecimiento de la cara

siendo en este caso mas graves las secuelas (Mercado Montafiez, 2017).

Las MALFORMACIONES CONGENITAS que afectan al hueso de la mandibula, son

un espectro amplio de afectaciones de distintos grados, que pueden ir desde hipoplasias
mandibulares leves sin repercusién morfoldgica ni funcional, hasta discontinuidades de
partes blandas y dseas importantes, en el contexto de fisuras craneofaciales complejas

(Cifuentes, 2018).

Imagen 11: Paciente con secuencia de Pierre Robin en seguimiento en la unidad de malformaciones
crdneo-faciales del HUVN.

La FISURA ALVEOLAR ASOCIADA EN PACIENTES CON FISURAS PALATINAS. La fisura

labio-palatina (FLP), es la malformacion de la regidn orofacial mas frecuente, con una
incidencia en nuestro medio aproximadamente de 1 de cada 700 recién nacidos vivos

(Al-Ruwaithi et al., 2014; Gironés Camarasa et al., 2018).
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Aproximadamente un 75% de los pacientes con FLP tienen asociada una fisura

alveolar (FA).

(FA) y el cierre de la FA residual o alveoloplastia secundaria se encuentra
totalmente aceptado en el tratamiento integral de estos pacientes. El injerto dseo
alveolar permite restaurar la morfologia y funcion normal de los arcos y aporta un apoyo
periodontal adecuado para la preservacién de los dientes adyacentes a la hendidura. El
injerto de cresta iliaca es el mas frecuentemente utilizado, aunque la calota craneal y en
general injertos dseos autdlogos craneofaciales pueden ofrecer resultados superiores

como comentaremos en el apartado de injertos autélogos (Yang et al., 2019).

2 r
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Imagen 12: Paciente con fisura labio-palatina bilateral tratado en la unidad de malformaciones
craneofaciales del HVN

1.6 TRATAMIENTOS ACTUALES DE LOS DEFECTOS MANDIBULARES.

La anatomia craneofacial es compleja; por este motivo, las fracturas mandibulares
a menudo pasan desapercibidas, se diagnostican mal o se tratan inadecuadamente (Carr

et al., 1994).
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Ademas; como ya hemos visto en el apartado anterior, son varias las condiciones
y patologias (tabla 2) que pueden afectar significativamente la regién oral y maxilofacial,
con una pérdida significativa de tejido dseo asociada. Estos grandes defectos que
afectan a la mandibula son muy dificiles de manejar por las caracteristicas histoldgicas
y fisioldgicas Unicas que posee, y ocasionan severos problemas funcionales y estéticos,
gue van a precisar en muchas ocasiones tratamientos complejos (Graves et al., 2011;

Bernardi et al., 2020).

Los avances en las técnicas quirurgicas y el empleo de injertos 6seos han mejorado
significativamente estos resultados mejorando la funcionalidad posterior, asi como los

resultados estéticos (De la Pefia-Brambila y Miranda-Diaz, 2016).

En la mayoria de los casos, los defectos se reparan mediante injertos dseos
obtenidos de manera autdloga (es decir, del propio paciente) o de donantes cadavéricos

con resultados mas controvertidos.

El hueso cortico esponjoso autdlogo representa el material ideal para la
reconstruccién, pues aporta biocompatibilidad total, tiene un elevado potencial
osteogénico y una gran resistencia mecanica y a la infeccion, todo lo que se traduce en

una rdpida consolidacién.

Para la reconstruccion de defectos mandibulares, se han probado numerosos
biomateriales inertes. Especificamente, varios tipos basados en bioformulaciones de
fosfato de calcio (especialmente fosfato tricdlcico e hidroxiapatita), que han tenido
resultados muy prometedores, aunque ninguno de estos ha demostrado ser
completamente eficiente como inductor de la regeneracién de hueso (Basyuni et al.,

2020).

Un injerto ideal debe ser biocompatible, capaz de inducir la regeneracidn dsea, y

ocasionar los menores efectos secundarios o complicaciones en el huésped. Es
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importante que permita que las células del huésped remodelen el injerto y lo
reemplacen por tejido éseo neoformado. Sin embargo, la mayoria de los biomateriales
disponibles actualmente carecen de algunas de estas propiedades, lo que hace
necesario buscar nuevos materiales capaces de inducir una regeneracién ésea eficaz

(Giannoudis et al., 2005).
DISTRACCION OSEA

La distraccion osteogénica mandibular ha demostrado ser una opcion eficiente
para la reparacién de tejido dseo a este nivel. Se basa en el uso de fuerzas mecanicas,
aportadas por un distractor, sobre una osteotomia o fractura dsea controlada, que
consigue la formacién de hueso nuevo. Este se acompafiia de una expansidn simultdnea
de los tejidos blandos circundantes lo que se conoce como; histogénesis por distraccion.

(Martin-masot et al., 2017)

La distraccion osteogénica mandibular se considera el tratamiento de eleccién en
microrretrognatia severa del adulto donde con el alargamiento mandibular, se consigue
aliviar la obstruccion de la via aérea. También en los pacientes con malformaciones
craneofaciales; como puede ser la secuencia Pierre Robin con retro/micrognatia grave,
la distraccion mandibular se considera la mayoria de las veces el tratamiento de eleccion

(Martin-masot et al., 2017; Cifuentes, 2018).

Las principales limitaciones; son el nimero de intervenciones quirurgicas que
acompafian a la distraccion de la mandibula, asi como la dificultad para controlar el
vector de distraccién cuando los defectos éseos son complejos tridimensionalmente
hablando. Por ello a pesar de ser una técnica tan utilizada en la reconstruccion de
defectos lineales de la mandibula tiene poca aplicabilidad en el campo de los defectos

orbito maxilares (Kessler et al., 2003; Bertele et al., 2005).
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Imagen 13: Distraccion mandibular realizada en nuestro centro en un paciente pedidtrico con secuencia
Pierre Robin. (A) Distractor implantado en el paciente tras osteotomia. (B) Esquema preoperatorio con
estereolitografia (C) Materiales a utilizar; distractores, modelo 3D, férula para osteotomia. (D) Férula
para la realizacion fractura ésea mandibular segura.

INJERTOS OSEOS

Existen tres formas primarias o tipos de injertos dseos. El origen y composicion de

cada uno normalmente determina el mecanismo por el cual actuan.

AUTOINJERTOS O INJERTO AUTOLOGO: Es hueso del propio paciente. Material

organico, vivo, obtenido del huésped en el momento mismo del procedimiento

quirdrgico. Mediante osteogénesis, osteoinduccién y osteoconduccion permite la

formacidn de nuevo hueso, por eso, esta considerado como el “injerto ideal”, pues es el

Unico que tiene propiedades osteogénicas.
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Actualmente la técnica Gold standard para el tratamiento de defectos 6seos es el
trasplante de hueso autélogo (Autoinjertos donde el donante y receptor del injerto son

el mismo individuo) Sin embargo son muchas sus limitaciones (Gallego et al., 2010):

Morbilidad significativa de la zona donante, a pesar de los avances a todos los
niveles en el manejo de estos pacientes (diagndstico por imagen,
anestésicamente, técnicas quirudrgicas...) (Hadlock et al., 1998).

- Escasez en cuanto a su disponibilidad.

- La morfologia anatémica del mismo.

- Se produce una pérdida impredecible del volumen del injerto dseo durante el
proceso de remodelacidn, que es mayor cuando los defectos son mayores (6-
9 cm),o cuando el tejido circundante no provee el suficiente aporte sanguineo,
como consecuencia a la propia cicatrizacidn, infeccién, o radiacién (De la Peia-

Brambila y Miranda-Diaz, 2016).

Hay estudios que defienden que los injertos dseos autdlogos craneofaciales
ofrecen resultados superiores a los injertos de huesos largos en la reconstruccién de
defectos 6seos maxilofaciales, pero el mecanismo responsable de esta superioridad aun

no se ha ilustrado con claridad (Yang et al., 2019).

Por tanto, en este momento la utilizacién de colgajos microvasculares representa
la mejor solucion para defectos amplios de hueso y tejido blando en la region
maxilofacial. El sitio donador se elige dependiendo de la cantidad y tipo de hueso

deseado.

Cresta iliaca: es uno de los sitios mds comunes para obtener tejido cortical,

medular y corticomedular.
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Imagen 14: Reconstruccion mandibular con injerto de cresta iliaca anterior. Paciente tratado en la
unidad de malformaciones craneofaciales del HYN

Colgajo microquirtrgico del hueso peroné: el peroné es un hueso largo y delgado,
con capacidad de carga, proporciona aproximadamente 25 cm de hueso, lo que permite
reconstruir cualquier defecto mandibular, por este motivo se considera de eleccidn para

las protesis mandibulares de mas de 9 cm de longitud.

La tasa de éxito del injerto 6seo vascularizado es alta, por la irrigacidén garantizada
por el pediculo vascular del colgajo, motivo que lo hace también de eleccidn en el
tratamiento de paciente irradiados previamente o cuando se requiere reemplazo

simultaneo de tejido blando (Pogrel et al., 1997).

Como desventajas este tipo de injertos alargan los tiempos quirdrgicos y
aumentan la comorbilidad asociada por los déficits permanentes que ocasionan; de

fragmentos de hueso, asi como musculos, cuando se incluyen colgajos musculares.

Imagen 15: Colgajo microquirdrgico de peroné. (A)(B). ). (De la Pefia-Brambila y Miranda-Diaz, 2016).
ALOINJERTOS: Injertos dseos obtenidos de individuos de la misma especie, pero
con un genotipo distinto al del huésped. Generalmente de caddveres procesados bajo

medidas de esterilidad y almacenados en bancos de hueso. Durante su preparacion se
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reduce considerablemente el potencial antigénico. Esta preparacién se puede llevar a
cabo de tres formas; pasteurizado, auto clavado y congelado. Diversos autores sefialan
gue la mayoria de los aloinjertos se reabsorben e incorporan completamente pasadas

las 4 semanas.

Imagen 16: Utilizacion de la mezcla de hueso liofilizado adicionado con plasma rico en plaquetas en un
defecto mandibular izquierdo(A)(B)(C)(D)(F). (De la Pefia-Brambila y Miranda-Diaz, 2016).

La principal desventaja de los aloinjertos es su pobre capacidad de
osteoconduccion y osteoinduccion en comparacion con los injertos autélogos. Tienen
una tasa elevada de reabsorcion, que puede traducirse en fracturas patoldgicas, asi

como en problemas de integracidn de los injertos.

Por otro lado, los aloinjertos que no han sido procesados al igual que ocurre con
los xenoinjertos presentan dos connotaciones negativas: la posibilidad de rechazo

inmunoldgico y el riesgo de transmision de enfermedades.

XENOINJERTOS: Tejido dseo obtenido de especies diferentes a la del huésped

(bovinos, porcinos, caballar, etcétera). Los sustitutos dseos derivados de bovinos han
sido, por mucho los mas utilizados, en especial en el campo de la odontologia. El
principal material utilizado es la hidroxiapatita de origen bovino (hueso bovino

inorganico desproteinizado). Son muchas las complicaciones asociadas a este tipo de

Introduccién 35



Generacidn de un sustituto 6seo humano mediante ingenieria tisular para el tratamiento de defectos mandibulares.

injertos como: sinusitis y patologias del hueso maxilar, desplazamiento de los materiales
del injerto, falla del implante, reaccién de cuerpo extrafio, encapsulacién del material,
inflamacidén crdnica, fenestraciones de tejidos blandos y quistes asociados, siendo en

ocasiones muy dificultosa la retirada quirdrgica del material.

INJERTOS ALOPLASTICOS O SUBSTITUTOS SINTETICOS DE HUESQ: En las Gltimas

décadas son muchos los estudios enfocados en los materiales ceramicos como la
hidroxiapatita y el fosfato tricalcico, asi como en algunos polimeros. La mayoria de ellos
son Unicamente osteoconductores. Por ello se utilizan cada vez mas en procedimientos
de preservacion del proceso alveolar en momento de realizar una extraccién dental para
evitar el colapso del reborde. Los materiales aloplasticos tienen diferentes propiedades

gue los hacen indicados o no para cada aplicacién especifica.

Entre las desventajas; las particulas pueden quedar separadas del hueso existente,

dispersas en los tejidos blandos cercanos, incluso rodeadas de tejido fibroso.

Imagen 17: Injerto alopldstico de quitosana y fosfato tricdlcico. (A)(B)(C) ). (De la Pefia-Brambila y
Miranda-Diaz, 2016).

La hidroxiapatita representa el componente mineral inorganico primario y natural

del hueso.

Son muchas las presentaciones en que se ha comercializado. Se utiliza como
injerto éseo dada sus propiedades osteoconductivas y estimuladoras de proliferacién
celular, lo que proporcionando condiciones favorables para la regeneracién tisular

(Rodriguez y Nowzari, 2020).
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El uso clinico de hidroxiapatita para la cicatrizacion 6sea ha tenido muy buenos
resultados, principalmente en seno makxilar, para ganar altura ésea para la realizacion

de implantes dentales.

Tiene una tasa de éxito a largo plazo muy buena, tanto cuando se utiliza sin
mezclas, como cuando se combina con otros materiales como PRP(plasma rico en
plaguetas, hueso autélogo u otros materiales, variando el rango de efectividad en

funcién del material al que se asocie (Gehrke et al., 2007).

MODELOS ESTEREOLITOGRAFICOS: La estereolitografia es una herramienta mas,

que se ha incluido en la planificacion quirurgica, especialmente en aquellas

especialidades mas complejas como puede ser la cirugia maxilofacial.

Consiste en la realizacidén de estructuras, prototipos o modelos fisicos sdlidos en
tres dimensiones, pueden estar realizados a escala o ser de tamano real con una alta

precision y exactitud (Chopra et al., 2014).

En el campo de la cirugia maxilofacial supone una herramienta util en el estudio
de las relaciones del macizo facial, permitiendo una visualizacién integral de las mismas.
Esta herramienta puede ser empleada como simuladores quirdrgicos, con su

consecuente utilidad en la formacién académica (Ernesto et al., 2012).

Todo esto aporta prediccidn, efectividad y seguridad quirdrgica que se traduce en
resultados cada vez mds 6ptimo de los tratamientos quirudrgicos y la disminucion de los

tiempos de las cirugias (Prada-Madrid, 2018).
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Imagen18: Esquema preopera.tor/o generado con esféréb)ifograﬁa tratado en la unidad de
malformaciones craneofaciales del HVN

1.7 CONCEPTOS FUNDAMENTALES EN REGENERACION OSEA

La osteogénesis es el proceso de formacién o desarrollo del tejido 6seo. Cuando
hablamos de osteogénesis, nos referimos a la formacién de hueso nuevo,
independientemente de la procedencia de las células a partir de las cuales se lleve a
cabo. Es un fendmeno comun en el proceso de curacion ésea (Albrektsson y Johansson,

2001).

Cuando se realiza un injerto de hueso, tiene lugar un proceso de regeneracién
6sea, mediante osteogénesis sobre la zona receptora del injerto. Esto puede llevarse a
cabo partir de células del propio injerto (mas comun en los injertos de hueso autélogo)

u originarse a partir de las células de la zona receptora.

OSTEOINDUCCION: Se define como el proceso de induccién de la osteogénesis.

Tiene lugar por un reclutamiento de células inmaduras y su estimulacién hacia el

desarrollo de preosteoblastos, un linaje celular formador de hueso.

Tanto el hueso como los tejidos que lo rodean contienen células indiferenciadas
que pueden ser reclutadas para transformarse en células osteoprogenitoras. Algo

fundamental en el proceso de curacién. Es decir, con las sefiales adecuadas; una célula
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mesenquimal indiferenciada puede convertirse en un preosteoblasto con capacidad de

formacidn de tejido dseo.

Existen distintos agentes inductivos que pueden llevar a cabo la osteoinduccidn;
los estimulos fisicos (como el estrés mecanico y/o algun tipo de sefial eléctrica) o
elementos quimicos glicoprotéicos, mas conocidos como factores de crecimiento(BMP)

(Dealler, 1981; Solheim, 1998; Albrektsson y Johansson, 2001).

Los BMP (proteinas morfogénicas 6seas), de la superfamilia del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), son los Unicos factores de crecimiento conocidos
que han demostrado conseguir la formacién ésea en lechos heterotdpicos (en los que
habitualmente no hay formacién de tejido 6seo). Es decir, conseguir que las células
mesenquimales no diferenciadas se diferencien en osteoblastos (osteoinduccién)con la

consecuente formacion de hueso.

OSTEOCONDUCCION: Se refiere al crecimiento del tejido 6seo sobre una

superficie. Una superficie sera mds osteoconductiva en la medida que permita el
crecimiento del hueso sobre ella o hacia su interior a través de poros, canales o
conductos. Este crecimiento dseo es llevado a cabo por células éseas diferenciadas, que
pueden provenir de preosteoblastos locales activados o de células mesenquimales

indiferenciadas reclutadas en la osteoinduccion.

Por tanto, para que tenga lugar el proceso de osteoconduccién ha tenido que
haberse producido la osteoinduccidn. Para que tengan lugar estos procesos, resulta
fundamental la vascularizacidon del nuevo tejido dseo. De esta forma, muchos de los
factores de crecimiento que influyen en el metabolismo 6seo (comentados con
anterioridad) colaboran en el mismo, ademds de con su actividad mitogénica, con su

funcidn angiogénica.
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En la cirugia tanto de implantes, como de injertos 6seos, la osteoconduccion es un
fenémeno muy comun, que no sélo dependera de las condiciones para la reparacion del
tejido, sino también del tipo de materiales utilizados. Por ello los materiales de
implantes de baja biocompatibilidad, como el cobre, la plata y el cemento dseo,

muestran poca o ninguna osteoconduccién.

OSTEOINTEGRACION: La osteointegracion es el anclaje estable de un implante

logrado mediante el contacto directo de hueso a implante, es decir el contacto directo
(observado con microscopia dptica) entre el material implantado y el hueso vivo en el

que se implanta.

La osteointegracion no es un fendmeno aislado, sino que depende de la
osteoinduccidon y osteoconduccidn previas. Por tanto, aquellos materiales que sean
demasiado toxicos para permitir estos dos ultimos procesos no podran integrarse
adecuadamente en el hueso. En este contexto para que la osteointegracion se pueda
lograr y mantener son necesarios: una cuidadosa técnica quirurgica, un largo tiempo de

curacion y una distribucién de estrés adecuada.
1.8 DEFECTO OSEO CRITICO

Ya en 1986 Schmitz describid el concepto de defecto éseo de tamafio critico (del
inglés; critical size defect) como el defecto 6seo mas pequefio que no cicatrizara
espontaneamente durante toda la vida del animal. La tasa de reparacidon ésea varia
significativamente entre especies, por eso este defecto critico es especifico para cada

especie animal e incluso para cada tipo de hueso.

La capacidad auto regenerativa de un defecto éseo depende de forma directa del
tamanio del defecto, y es por eso que, a la hora de evaluar la capacidad osteogénica de
cualquier tipo de material, serd imprescindible crear un defecto 6seo lo suficientemente

grande como para que no cicatrice espontaneamente. Si podemos demostrar que un
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biomaterial o injerto éseo es capaz de producir la regeneracion de un defecto de estas
caracteristicas, estaremos probando su capacidad osteogénica (Schmitz y Hollinger,

1986).

No existe consenso entre los investigadores para elegir un modelo experimental
apropiado para la investigacion 6sea maxilofacial. En la literatura existen muchos
modelos animales utilizados para evaluacion del potencial osteogénico de diversos

biomateriales, y no en todos los casos se ha elaborado correctamente.

Vamos a centrarnos en el hueso mandibular de las ratas, que sera donde se llevard

a cabo nuestro estudio.

Echando un vistazo a la bibliografia al respecto, para localizar los modelos de
investigacion que han sido utilizamos, vemos que se ha demostrado que defectos
circulares de 4 mm de diametro de espesor total, en la rama mandibular de ratas de tres
meses no se curan espontdneamente (Kaban etal., 1979; Kaban y Glowacki, 1981;

Schmitz y Hollinger, 1986; Cagigal et al., 2008).

En este contexto, estudios previos, con finalidades similares a las nuestras han
utilizado ratas atimicas y crearon defectos éseos mandibulares circulares de 5 mm

(Streckbein et al., 2013).

Como hemos dicho anteriormente esto es variable entre especies, y por ejemplo
en la mandibula canina el defecto de tamafio minimo que no se curaria (el defecto de
tamafio critico) es de 15 mm cuando se retira el periostioy 50 mm cuando se conserva

el periostio (Huh et al., 2005).

En estudios anteriores de nuestro equipo de investigacion, se han realizado
modelos de defecto dseos criticos. Por ejemplo, en el contexto de desarrollar un

sustituto multicapa para defectos del paladar, este defecto dseo critico se realizé en el

Introduccién 41



Generacidn de un sustituto 6seo humano mediante ingenieria tisular para el tratamiento de defectos mandibulares.

paladar de conejos creandose un defecto osteo-mucoso de espesor total de 4 mm de

diametro.

Imagen 19: modelo de defecto en paladar de conejos en un estudio previo para el desarrollo de un
sustituto multicapa para los defectos de paladar.(Martin-Piedra et al., 2017)
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1.9 TERAPIAS AVANZADAS E INGENIERIA TISULAR.

1.9.1 _CONTEXTO ACTUAL DE LA INGENIERIA TISULAR

Las terapias avanzadas, incluyendo la terapia celular, la terapia génica y la
ingenieria de tejidos, han posibilitado el tratamiento de gran nimero de patologias que
hasta el momento no contaban con una alternativa terapéutica viable. En concreto, las
técnicas de ingenieria tisular permiten generar tejidos artificiales capaces de reemplazar
tejidos y 6rganos dafiados; estimulando, ademas, la capacidad regenerativa intrinseca

del organismo.

La ingenieria tisular es un campo novedoso que combina y aplica los principios de
laingenieria y las ciencias de la vida para desarrollar sustitutos bioldgicos que restauren,
mantengan o mejoren la funcidn tisular; es decir la actividad de los tejidos u érganos

perdidos o dafiados.(Langer y Vacanti, 1993)

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

gran potencialidad dentro del campo de la medicina regenerativa.

Para generar estos nuevos tejidos la Ingenieria Tisular emplea tres herramientas

basicas, que suponen la triada de la IT (Bonassar y Vacanti, 1998):

- Células con capacidad de replicacion (células madre o troncales).
- Matrices extracelulares (biomateriales).

- Factores de crecimiento (moléculas bioactivas).
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Se requiere la combinacion harmoniosa entre células y materiales; ya que las
células sintetizan proteinas necesarias para el desarrollo de la matriz extracelular, y a la

vez ésta proporciona un ambiente adecuado para la proliferacion de las células.

Por su parte, los factores de crecimiento facilitan y promueven la regeneracion del
nuevo tejido. Siendo, por tanto, fundamental incorporar factores de crecimiento que
promuevan el desarrollo homogéneo y tridimensional de las células, simulando las
caracteristicas propias del tejido natural. De esta forma se garantizard la correcta
estructura molecular y macroscopica de los tejidos, requisito indispensable para su
correcta funcion. Ademas; en muchas ocasiones estos factores de crecimiento, tienen
propiedades angiogénicas, facilitando ademas la vascularizacion a nivel local (Orive

et al.,, 2003).

Aunque se han introducido varios avances importantes en el campo de la medicina
regenerativa dsea, las terapias actuales mds comunes siguen siendo los injertos éseos,
con sus limitaciones. La ingenieria tisular 6sea (ITO) pretende ser una opcién en las
terapias de regeneracion 6sea sin las connotaciones negativas de la realizacion de

injertos de hueso.

A diferencia del enfoque clasico de biomateriales, la ingenieria tisular, se basa en
la formacién y regeneracion de tejidos, y tiene como objetivo inducir nuevos tejidos

funcionales, en lugar de simplemente implantar nuevas piezas de repuesto.

La aplicacidn clinica de la ITO seria muy interesante ya que mejoraria los métodos
de regeneracion ésea, reduciria los costes y el trauma quirdrgico que supone para los

pacientes este tipo de cirugia.

Seriaideal la capacidad de utilizar células formadoras de hueso del propio paciente

en un constructo biolédgicamente activo y mecanicamente sano, que fuera implantado
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en el paciente sin las cirugias de extraccidén de un injerto 6seo, o al implante de un

dispositivo.

Quirurgicamente el constructo celular se implantaria con técnicas de fijacion
convencionales en un lecho viable de tejido huésped, con tal de evitar la necrosis tisular

local, y la formacién de tejido cicatricial avascular denso (Burg et al., 2000).

Son muchos los estudios, y con ello los grupos de investigacion, que se encuentran
intentando desarrollar diferentes sustitutos bioldgicos con diferentes aplicaciones

clinicas.

Para la creacién de diferentes tipos de tejidos; una de las posibles alternativas es
el uso de biomateriales organicos basados en componentes naturales como la fibrina
humana, que se sabe que tienen una alta biocompatibilidad y se han utilizado con éxito
en multiples aplicaciones, en concreto, el Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad
de Granada ha disefiado y patentado previamente (patente del SAS y de la Universidad
de Granada, P200930625 y P200930943) un biomaterial nanoestructurado de fibrina-
agarosa altamente biocompatible que permite el crecimiento y la proliferacidn celular
en su interior y que ha sido utilizado con éxito para la generacién de distintos tipos de
tejidos, incluyendo la cdrnea, piel, mucosa oral y el hueso palatino (Alaminos et al.,

2006; Carriel et al., 2012; Garzén et al., 2013; Martin-Piedra et al., 2017).

Sin embargo, el mencionado biomaterial no ha sido evaluado aun para el
tratamiento de defectos 6seos mandibulares, los cuales presentan alta prevalenciay son
muy dificiles de tratar debido a la limitada capacidad regenerativa del hueso mandibular

humano.

Otra alternativa en la elaboracién de este tipo de tejidos con otro tipo de
biomateriales altamente compatibles, fué la ultilizada por el grupo de investigacion de

la universidad de Valladolid; en el que elaboraron un scaffold protéico obtenido a partir
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de la albumina de suero humano donde fueron sembradas células osteoblasticas
obtenidas a partir de tejido 6seo alveolar humano. Todo ello para estudiar la
regeneracién 6sea mandibular en ratas inmunoincompetentes (Cagigal et al., 2008).
Grupo de investigacion que ya tenia estudios previos muy esperanzadores en el uso de
membranas biodegradables asociadas a biomateriales de relleno consiguiendo
potenciar el efecto regenerativo defectos de hueso mandibular en ratas (Gallego et al.,

2010).

La ingenieria tisular es una alternativa prometedora que puede facilitar la
regeneracién dsea en pequeiios defectos de tejido, asi como en grandes defectos
mandibulares. En una revisidn sistematica publicada en 2020 al respecto, se evalué la
aplicabilidad in vivo de la IT en la reconstruccién de defectos mandibulares en modelos

animales (Basyuni et al., 2020).

De los 72 estudios que incluye la revisidn, solo dos emplearon la osteonecrosis
como modelo de lesién mandibular, en el resto se cred un defecto critico. Los fosfatos
de calcio (fosfato tricélcico y la hidroxiapatita), fueron los andamios mas utilizados. La
combinacion de los scaffold (matrices) con células madre mesenquimales (MSC)
aumenté la formacién de hueso nuevo y mejord la curacién en comparacién con los

controles negativos en todos los estudios que utilizaron la IT.

De los factores de crecimiento utilizados en la regeneracion maxilofacial en
general y del hueso de la mandibula de forma especifica las proteinas morfogénicas
Oseas (BMP) fueron las mds populares y todos los subtipos promovieron la formacién

significativa de hueso en comparacién con los controles.

Aunque existen pocos estudios en este contexto, todos ellos sugieren un futuro
prometedor para la IT, pero coinciden con que el reto fundamental se centra en

desarrollar métodos y técnicas que permitan mejorar la supervivencia de las células
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generadas en laboratorio a partir de cultivos celulares, asi como desarrollar
biomateriales plenamente biocompatibles que permitan mejorar la biointegracion, para

desarrollar asi nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de estos pacientes.

1.9.2 MATRICES EXTRACELULARES O SCAFFOLDS.

El scaffold (en inglés “andamio”) es una matriz tridimensional porosa que permite
la adhesidn, proliferacidn y migracion celular, al igual que la diferenciaciéon y maduracion

de estas células hacia un fenotipo osteobldstico en su interior (Marler et al., 1998).

Como hemos explicado anteriormente cualquier tejido se compone de una matriz
extracelular combinada con uno o varios tipos celulares. Esta matriz ejerce de soporte
tridimensional, definiendo una arquitectura y un medio especificos para cada tejido que
permite la reserva en su interior de nutrientes, citoquinas o factores de crecimiento,

siendo estos fundamentales para el proceso regenerativo (Agrawal y Ray, 2001).

Durante el proceso de regeneracidn, esta matriz extracelular ejerce de estructura
tridimensional de soporte; para que se lleve a cabo en su interior la proliferacion celular
y el depdsito de matriz extracelular necesarios para el desarrollo de tejido &seo,

permitiendo ademas la vascularizacion de este nuevo tejido (Hutmacher, 2000).

El tejido 6seo posee una estructura tridimensional definida, y las células cultivadas
in vitro no adoptaran por si solas esa estructura, por lo que se debe recurrir a un scaffold
o matriz tridimensional que permita al nuevo tejido adquirir la conformacién adecuada

(Salgado et al., 2004; Patel y Fisher, 2008).

Idealmente, las matrices extracelulares empleadas en ITO deberian tener las
siguientes caracteristicas: micro y macro estructurales para permitir la regeneracion,
crecimiento, supervivencia y mantenimiento del fenotipo del tejido 6seo (Leong et al.,

2003).
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Los biomateriales utilizados deben cumplir algunos requisitos basicos como;
ausencia de toxicidad, ausencia de potencial carcinogénico y tolerancia a la

esterilizacidén antes de su implante in vivo. Siendo la BIOCOMPATIBILIDAD uno de estos

requisitos basicos indispensables, para evitar provocar una respuesta inmune en el

receptor (Hutmacher, 2000; Leong et al., 2003).

Ademas, deben contar con algunas PROPIEDADES MECANICAS para igualar las de

los tejidos donde van a ser implantados quenpermita resistir durante su procesado y
maduracion in vitroy, una vez implantadas, conseguir una movilizacién temprana como:
permeabilidad, estabilidad, elasticidad, flexibilidad y plasticidad, para poder fabricarlos
de formas diferentes, ya sean, laminas, geles, o estructuras tridimensionales solidas

(Hutmacher, 2000; Al-Ruwaithi et al., 2014).

Estos biomateriales han de permitir la adhesién celular y la activacién de los
diferentes factores de crecimiento por lo que resulta indispensable que tengan una

QUIMICA DE SUPERFICIE ADECUADA para la unién, proliferacién y diferenciacién celular.

En el caso de la ITO suele ser mas eficiente una superficie rugosa respecto a las

superficies puramente lisas.

Preferiblemente el material debe ser tridimensional y altamente poroso con una
red de poros interconectados para la penetracidn, distribucién, proliferacién celular, el
crecimiento de capilares (permitiendo la vascularizacién in vivo), la difusion de
nutrientes y eliminacion de residuos. En ITO el tamafo del poro debe oscilar entre los
200y 900 um . Los demasiado pequenos se obstruyen y los demasiado grandes aportan

una menor resistencia mecanica.

En cuanto a su BIODEGRADABILIDAD, las matrices utilizadas deben presentar una

correcta biodegradacion y sustitucion total por tejido 6seo neoformado. Siendo lo mas
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6ptimo que la velocidad de degradacion y la de formacién del nuevo tejido dseo sea la

misma (Langer y Vacanti, 1993; EI-Ghannam, 2004).

Por ultimo, tendriamos que hablar de la OSTEOINDUCCION cualidad de las

matrices extracelulares en la ITO, absolutamente necesaria, en particular en defectos
6seos amplios, donde la osteoinduccion que se produce de forma natural no es
suficiente para el mantenimiento del fenotipo celular osteoblastico, y por tanto para

producirse la osteogénesis en esa localizacion.

1.9.3 TIPOS DE BIOMATERIALES.

En general, estas matrices extracelulares utilizadas para la generacién de tejidos
mediante Ingenieria Tisular van a estar compuestas por diferentes tipos de
biomateriales. La eleccidn del material para la confeccién del scaffold es fundamental,
puesto que serd determinante en las propiedades del mismo. Estas matrices se pueden
producir en forma de bloques sdlidos, laminas, esponjas o espumas porosas e

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

- Bioldgicos o biogénicos: incluyen matrices acelulares como: colageno,
alginato, glicosaminoglicanos y fibrina.

- Sintéticos: acido polilactico, acido poliglicolico, polietilenglicol y varios
hidrogeles.

- Semisintéticos: son una combinacidén entre ambos.

Como hemos comentado con anterioridad en la presente Tesis Doctoral, se
utilizara un biomaterial, disefiado y patentado previamente por este mismo Grupo de
Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada (biomaterial nanoestructurado de

fibrina-agarosa) altamente biocompatible, utilizado con éxito para la generacién de
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distintos tipos de tejidos (Alaminos et al., 2006; Carriel et al., 2012; Garzén et al., 2013;

Martin-Piedra et al., 2017).

Ademas, con la reciente aplicacién con éxito de las técnicas fisico-quimicas de
compresion plastica, se ha logrado desarrollar matrices de fibrina que podrian ser de
gran utilidad en la sustitucién in vivo de tejidos sometidos a grandes cargas
biomecanicas como se observan en el paladar. Algo que también nos parece interesante

en el hueso de la mandibula (Liceras-Liceras et al., 2017; Martin-Piedra et al., 2017).

1.9.4 TECNICAS DE PROCESADO

Los hidrogeles de fibrina ofrecen un gran potencial para su utilizacién como
scaffolds en IT por presentar un alto contenido en agua, una alta biocompatibilidad y
unas propiedades mecanicas muy similares a las de los tejidos blandos. Su obtencién y

elaboracidn resultan técnicamente féciles y baratas (Jockenhoevel et al., 2001).

Pero su problema principal cuando se utilizan en ITO es su escasa resistencia
mecanica, ademads tienen un potencial de contraccidn significativo, y un proceso de

degradacion rapido (Mol et al., 2005)

En cuanto a la resistencia mecanica, puede incrementarse combinando la fibrina
con otros materiales como el poliuretano, policaprolactone, polietilenglicol, fosfato b-
tricalcico e HA para la obtencion de scaffolds compuestos con mejores propiedades

mecanicas (Weinand et al., 2007).

Existen diversos tipos de scaffolds elaborados a partir de elementos del plasma 'y
que, al igual que la fibrina, presentan la ventaja de ser faciles y baratos de obtener, e
inmunogénicamente compatibles. Recientemente ha sido descrito un novedoso método
para la obtencion de un scaffold proteico a partir de la albumina plasmatica, unida
covalentemente con un grupo aldehido y liofilizada. Esta técnica combina las ventajas

de los hidrogeles clasicos, con unas favorables propiedades mecanicas, que no habian
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sido descritas para estos anteriormente, que lo hacen fracamente interesantes en ITO,
donde las estructuras estan sometidas a grandes cargas biomecanicas (Gallego et al.,

2010).

Son muy numerosas y variadas las técnicas de procesado de matrices
tridimensionales descritas en la bibliografia. Algunas de ellas son la inversion de fase, el
enlace de fibras, y los métodos basados en alta presidn, en el fundido o en la
congelacion.

En la actualidad técnicas de prototipado rapido estan siendo utilizadas para la
fabricacion de scaffolds de ultima generacidon, mediante el 3D printing y 3D plotting que
generan modelos 3D gracias a informacion originada en una tomografia computerizada
dando lugar a un scaffold con una macroestructura que se adapte especificamente a
cada defecto y aporte ademas una microestrutura con un buen flujo de nutrientes y una

Optima vascularizacién (Weinand et al., 2007)

También se esta investigando la posibilidad de incorporar revestimientos a los
scaffolds, que supondrian un almacén de sustancias diversas que mejorarian la

integracion del implante, como por ejemplo factores de crecimiento de diferentes tipos.

En esta misma linea se han desarrollado los scaffolds inteligentes, con la capacidad
de liberar factores bioquimicos en cantidades relativamente precisas y durante un
periodo de tiempo determinado, que permitan promover una infiltracién capilar
temprana, mantener la actividad y el fenotipo celular deseados, e inducir la
diferenciacidn osteoblastica de las células progenitoras presentes en la zona receptora

(Haynesworth et al., 1992; Langer y Vacanti, 1993; Gundle et al., 1995).
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1.9.5 CELULAS OSTEOFORMADORAS. OSTEOBLASTOS. CELULAS MADRE. CELULAS

MADRE EMBRIONARIAS.CELULAS MADRE ADULTAS. CELULAS MADRE

PLURIPOTENCIALES INDUCIDAS.

CELULAS OSTEOFORMADORAS. OSTEOBLASTOS

Una vez obtenida la matriz adecuada, las células ideales para la ITO, deben de ser
faciles de obtener y expandir, deben presentar un patréon de expresién proteica similar
al del tejido 6seo y no deben generar respuestas inmunes. Se han utilizado tanto células
autodlogas como heterélogas, con distintos grados de maduracidn. Los osteoblastos
maduros y activos suponen tedricamente la mejor opcidn, y si son obtenidos del propio
paciente se acaba con reaccidon inmunitaria. El problema es que su obtencion tiene

connotaciones negativas, su disponibilidad es escasa y su capacidad de expansion baja.

Cuando estas células provienen de un trasplante xenogénico, se resuelve el
problema de la biodisponibilidad, pero aparecen las respuestas inmunoldgicas y la

posibilidad de trasmision de enfermedades.
CELULAS MADRE “STEM CELLS”

El avance cientifico y médico en el estudio de células madre se ha revolucionado
en los Ultimos afos, y se encuentra en la actualidad en investigacidn para infinidad de
patologias, estos tratamientos con células madre podria ofrecer nuevos campos de
investigacion para médicos y cientificos y nuevas esperanzas de vida para los pacientes

(Murcia-ordo, 2017).

Son células indiferenciadas con gran capacidad de division (capacidad de
autorenovacién) y diferenciaciéon en distintas lineas celulares mds especializadas bajo

las condiciones dptimas.
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Estas células pueden clasificarse segun su potencialidad en; células madre

totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes,

Una caracteristica que permite otra clasificacion de las células madre es su lugar
de origen; clasificandose en células madre embrionarias, adultas y pluripotenciales

inducidas. Esta clasificacidn es la que vamos a desarrollar a continuacion.

Células madre embrionarias(CME): Se encuentran en las primeras fases del
desarrollo embrionario , derivan del blastocisto embrionario y son células
pluripotenciales, es decir, capaces de producir cualquier clase de célula del cuerpo;
pudiendo transformarse en cualquier tipo funcional de los 3 linajes embrionarios

(endodermo, mesodermo y ectodermo) (Polak y Bishop, 2006).

Presentan una capacidad ilimitada de autorrenovacion in vitro, caracteristica que

garantiza por tanto una disponibilidad abundante de células dseas en este caso.

Hoy en dia existen algunos aspectos conflictivos por lo que respecta a su
utilizacion: su potencial carcinogénico (pueden dar lugar a teratomas vy
teratocarcinomas), su problema inmunogénico y el conflicto ético que supone el manejo
de embriones humanos. Las CME pueden ser aisladas de la masa celular interna del
embrion a los 4-14 dias de edad o en las génadas fetales. También de embriones
sobrantes tras la fertilizacidn in vitro, de teratomas o carcinomas embrionarios, fetos

abortados de entre 5-9 semanas de gestacién (Becerra et al., 2001).

Células madre adultas: Esta poblacién celular se encuentra en los tejidos adultos
y en el cordon umbilical del cual se pueden obtener sin causar dafo alguno al embrion.
Estas células dan lugar a células adultas del tejido en el que se encuentren. Durante el
desarrollo embrionario se forman unas células multipotentes de origen mesodérmico
gue daran lugar a los tejidos mesenquimatosos. Algunas de estas células quedan como

tales en el periodo postnatal, y son las encargadas de la reparacion de los diferentes
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tejidos en el individuo adulto. Dichas células se conocen como células madre adultas,
mesenquimales o multipotentes (MSC: Mesenchymal Stem Cell), y fueron identificadas
inicialmente en la médula dsea, aunque a dia de hoy se han conseguido aislar en muchos
tejidos, entre ellos el tejido graso y muscular, tendones, pulpa dental, ligamento
periodontal, sangre del cordén umbilical, placenta, periostio, higado, tejido

cartilaginoso y bazo (Arthur et al., 2009).

Cada grupo de células madre conserva caracteristicamente la capacidad de auto-

renovacion.

Células totipotenciales

\‘ -
. Células pluripotenciales

| s

c < (' » - Células madre

multipotentes
cu.

Imagen 20: Dibujo realizado por la autora: Generacion de diferentes lineas celulares a partir de células
totipotenciales.

Existen caracteristicas fundamentales que definen a estas MSC (Sotiropoulou

et al., 2006):

- Gran potencial proliferativo.

- Capacidad para generar células formadoras de la unidad de fibroblastos (CFU-
F).

- Capacidad para diferenciarse hacia hueso, grasa y cartilago.

- Inmunotolerancia a las MSCs alogénicas.
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- Propiedades inmunomoduladoras.

Las diferentes MSCs, presentan distinto potencial proliferativo, asi como diferente
capacidad de diferenciacién segun su tejido de origen. Los cinco tipos celulares que han
demostrado capacidad de formar hueso nuevo in vivo, es decir, potencial osteogénico

se encuentran las derivadas de:

- La médula 6sea (BMSC, del inglés Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell).

- Tejido adiposo (ASC, del inglés Adipose derived Stem Cell).

- Pulpa dental (DPSC, del inglés Dental Pulp Stem Cell).

- Ligamento periodontal (PDLSC, del inglés Periodontal Ligament Stem Cell).

- Dientes caducos humanos exfoliados (SHED, del inglés Stem cell from Human

Exfoliated Deciduous teeth) [140].

Desde un punto de vista general, las MSCs son las que se estan utilizando
actualmente en la mayoria de los trabajos experimentales, ya que presentan ventajas
con respecto a las embrionarias para su uso en ITO. Las células madre derivadas del
tejido adiposo tienen como principal ventaja la facilidad de su obtencion, con minima

morbilidad en la zona donante.

Células madre pluripotenciales inducidas: (iPSC, del inglés induced Pluripotent
Stem Cell). Recientemente se ha logrado identificar un nuevo tipo, las células madre
pluripotenciales inducidas (iPSC), descubiertas por John B. Gurdon y Shinya Yamanaka,
ganadores del premio nobel de fisiologia y medicina. Estas células son obtenidas
mediante la alteracion del patron de expresion génica de células somaticas adultas y han
demostrado tener la capacidad de diferenciarse hacia osteoblastos maduros cuando son
sometidas a un procesamiento adecuado (Gurdon etal., 2003; lllich etal.,, 2011;

Takahashi y Yamanaka, 2013; Liceras-Liceras et al., 2017; Oliver et al., 2020).
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A la capacidad de transformacion, es decir, de diferenciarse a células de otro linaje
sin que tengan que revertir a célula madre o progenitora se le ha denominado

transdiferenciacion celular (Su et al., 2013).
Este fendmeno en las células puede deberse a:

1. Una mutacidn en la secuencia de nucledtidos del ADN.

2. Modificaciones epigenéticas, cambios a nivel del genoma debidos a
modificaciones en el patréon de expresidon génica por procesos de
metilacién o acetilacién del ADN, modificacion de histonas u otros
procesos epigenéticos.

3. Factores ambientales que intervienen en los cambios que se producen en

la expresidn génica.

1.9.6 FACTORES DE CRECIMIENTO

Como hemos comentado anteriormente, los FC son aquellas moléculas (proteinas)
qgue estimulan o inhiben la division celular, su diferenciacion, migracién y la expresién
génica de forma global. Dichas proteinas son secretadas de forma enddgena por las
células o bien, son el resultado de sefiales paracrinas con células vecinas. En las técnicas
de ITO en las que se injertan matrices sembradas de células osteogénicas, estos factores
son producidos tanto por las células del huésped como por las del injerto y a su vez van

a actuar sobre ambos tejidos.

Existen factores de crecimiento producidos industrialmente para luego afiadirlos
a dichas matrices o introducirlos directamente sobre los defectos, consiguiendo
potenciar el proceso de regeneracion dsea; ademds, como hemos explicado
anteriormente, muchas veces dichos FC tiene propiedades que promueven la

angiogénesis de la zona, incrementando el proceso de regeneracion dsea.
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Los factores de crecimiento mds wusados en Ingenieria Tisular son,
fundamentalmente, la proteina morfogenética dsea (BMP), el factor de crecimiento
fibrobldstico bésico (bFGF 6 FGF-2), el factor de crecimiento vascular epitelial y el factor

de crecimiento transformante-b (TGF-b) (Jiang et al., 2010).

Existen un gran numero de BMPs, los tipos 2, 4, 6 y 7 son considerados los mas
osteoinductivos, y su funcion principal es la de reclutar MSCs en la zona en la que se
producird la regeneracion ésea e inducir su diferenciacion hacia la estirpe osteogénicas.
El mecanismo de actuacién de estos factores de crecimiento no se conoce con exactitud,
pero si sabemos que juegan un papel importante en la expresién de marcadores
osteogénicos como la fosfatasa alcalina o la osteocalcina (Gallea et al., 2001; Lind y

Blinger, 2001; Jadlowiec et al., 2003; Orive et al., 2003).

En bibliografia actual al respecto se han identificado algunos de los genes
responsables de la sintesis de las BMPs, y se han obtenido mediante técnicas de biologia
molecular las BMPs recombinantes humanas de los tipos 2 (rhBMP-2) y 7 (rhBMP-7).
Estas BMPs recombinantes se han utilizado en animales de experimentacidon, con
buenos resultados en cuanto a la reparacidon ésea; en fracturas de fémur de rata,
reparacion de defectos 6seos maxilares en monos e incluso han sido usadas para la
reconstruccion de defectos mandibulares en humanos, sin la necesidad de utilizar

injertos dseos concomitantes (Boyne, 1996; Einhorn, 1998; Herford y Boyne, 2008).

1.9.7 CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO(ADSCs)

Una de las fuentes de células madre adultas mas importantes para la generacion
de tejidos artificiales mediante ingenieria tisular es el tejido adiposo humano. Son
células multipotenciales de tipo mesenquimal, con la capacidad de diferenciarse hacia
otros tipos celulares del mismo origen mesenquimatico; como el hueso, cartilago, la

grasa y el musculo. Las células madre procedentes de tejido adiposo se han convertido
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en los ultimos 5 afios en una de las principales herramientas en el campo de la terapia

celular (De Ugarte et al., 2003; Castro, 2013).

El tejido adiposo humano subcutdneo rico en células madre mesenquimales del
tejido adiposo (ADSCs), es uno de los tejidos mds abundantes, representa alrededor del

15-20% del peso corporal del hombre y del 20-25% del peso corporal en mujeres.

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

adiposo:

e El tejido adiposo unilocular o “grasa amarilla”, cuyas células contienen
una sola vacuola de lipido almacenado. Es la variedad mas comun. (Figura
21).

e El tejido adiposo multilocular o “grasa parda” (por asociar numerosos
capilares sanguineos) es abundante en embriones humanos y recién
nacidos, pero su concentracién en individuos adultos es restringida. Son
células poligonales y mds pequenfas, cuyo citoplasma contiene numerosas

vacuolas (Figura 21).

Tejido adiposo blanco “Unilocular” Tejido adiposo Pardo “Multilocular”
T 3 MRS N
: Y =P Le - e
\ ” X > ; 3' < -® =
b . - J
) » - = -
- - oty
,/‘\ ¥ \(\ “ ?“.o o } -
-
re L = '% - " 9
S i 'I--‘ o8 u ‘o  *
- X - N
¢ { T2 P - ol LA - .\' : .
J - O»
« F [ 4
- - - -
A NEEA R Y
~ v v
7z 2. s Ve
) \ ac et L 2 « /-
J - ‘ v -
Mo A s - o)
4 - ~
“lipocito maduro S Ne . adipocitos
(adipocito blanco) pardos

Imagen 21: Esquema de la autora; diferenciacion de tipos de tejido adiposo.
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El proceso para la formacion de los dos tipos de tejido adiposo es diferente, pero
en ambos casos, se debe a la diferenciacion de células mesenquimales primitivas. Esto

ocurre a partir del 5 mes de vida intrauterina.

Las células adiposas totalmente desarrolladas no sufren mas mitosis y tras el
nacimiento sélo se forman nuevas células adiposas a partir de células mesenquimales

indiferenciadas: lo que se conoce como crecimiento hiperplasico.

También puede aumentar la cantidad de tejido, por el aumento del tamafo de los
adipocitos como consecuencia de acumulacidn intracelular de lipidos, lo que se conoce

como crecimiento hipertréfico
OBTENCION DE CELULAS MADRE DEL TEJIDO ADIPOSO (ASC)

Una vez obtenido el tejido adiposo subcutdneo, se somete a un proceso de lavado,
digestion enzimatica y centrifugacion, que proporciona un pellet o sedimento que
contiene la fraccidon vascular estromal (Stromal Vascular Fraction, SVF). La SVF contiene
los diferentes componentes del tejido adiposo excepto la mayoria del volumen de

adipocitos y la parte oleosa que se descartan en el sobrenadante. (Castro, 2013)

Los tipos celulares que se recogen son: adipocitos residuales, macréfagos, células
endoteliales, pericitos, células del musculo liso, fibroblastos, preadipocitos y finalmente

las (ASC) (Zimmerlin et al., 2010).

Para la obtencion de las ASC la SVF se dispone en un cultivo en medio de estandar
y suero bovino fetal (10%), y se van seleccionando en sucesivos lavados las células
adherentes al plastico. A medida que se realizan subcultivos, la poblacion de ASC se va

purificando de los otros tipos celulares presentes en la SVF (Zimmerlin et al., 2010).

Para diferenciar a las ADSCs de otros tipos celulares presentes en el tejido adiposo,

existen diversos estudios que muestran su expresion fenotipica caracteristica con su
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variedad especifica de marcadores de superficie. La ISCT (Inter national Society of Cell
Therapy) propuso en 2006 los siguientes criterios para caracterizar de forma

consensuada a las células madre mesenquimales (Dominici et al., 2006):

Imagen 21: Imagen de Microscopia electrénica donde se observa la expresion fenotipica de ADSCs en
cultivos por la expresion del marcador CD73.(Nieto-Aguilar et al., 2011)
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2 OBIJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es generar y evaluar nuevos
sustitutos de hueso humano para la reparacién del hueso mandibular en un modelo

critico de lesion mandibular.
Para ello se establecen los siguientes objetivos especificos:

e Desarrollar un modelo de hueso humano artificial nanoestructurado utilizando
biomateriales de fibrina-agarosa y células madre mesenquimales del tejido
adiposo (MSC).

e Determinar las caracteristicas histolégicas del modelo de hueso humano
artificial nanoestructurado.

e Analizar la biocompatibilidad in vivo del modelo de hueso humano artificial
nanoestructurado utilizando un modelo animal de defecto mandibular critico.

e Analizar la utilidad del hueso humano artificial nanoestructurado para inducir la
regeneracion mandibular en un modelo animal de defecto mandibular critico.
Analizar las caracteristicas histolégicas y radioldgicas del hueso regenerado
mediante la utilizacién del modelo de hueso humano artificial

nanoestructurado en un modelo animal de defecto mandibular critico.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 GENERACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES DEL TEJIDO ADIPOSO HUMANO.

Para generacion de cultivos celulares de células madre mesenquimales del tejido
adiposo humano (ADSC), en primer lugar, se obtuvieron pequefias biopsias de tejido
adiposo de pacientes pediatricos sometidos a cirugia electiva bajo anestesia general por
diferentes procedimientos en el Servicio de Cirugia Pediatrica del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves. En todos los casos, se obtuvo una pequefia muestra de tejido
sobrante durante el procedimiento quirurgico del paciente. Todas las muestras de tejido
adiposo extraidas fueron sumergidas en un medio de transporte a 42C y enviadas al
laboratorio antes de 24h, para su procesamiento. El medio de transporte estaba
constituido por medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) obtenido
comercialmente (Merck, Darmstadt, Alemania, ref. D6429) al que se afiadieron
antibidticos y antimicoticos (Merck ref. A5955) hasta una concentracion final de 500
unidades de penicilina, 500 pg de estreptomicina y 1,25 pg de anfotericina B por ml,

para evitar la contaminacion del cultivo.

Una vez recibidos en el Laboratorio de Ingenieria Tisular del Departamento de
Histologia de la Universidad de Granada, los tejidos humanos se procesaron siguiendo
protocolos previamente elaborados por el grupo para el establecimiento de cultivos
celulares primarios (Nieto-Aguilar et al., 2011; Carriel et al., 2013) que se resumen en la
Figura 22. En primer lugar, las muestras de tejido adiposo se lavaron dos veces en una
solucion estéril de tampdn fosfato (PBS) (Merck ref. D8662) dentro de una cabina de
flujo laminar. Tras ello, se procedié a la fragmentacion mecanica de los tejidos para
facilitar su futuro procesamiento. Posteriormente, estas muestras fueron sometidas a

digestion enzimatica utilizando una solucidon de colagenasa tipo | de Clostridium
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histolyticum al 0,3% (Gibco BRL Life Technologies, Waltham, MA, EE.UU.) durante 8
horas a 372C con leve agitacién. Una vez transcurrido este tiempo, se procedié a recoger
las células liberadas del tejido mediante centrifugacidon del producto de la digestion
durante 10 minutos a 1000 rpm. Las células asi recogidas se lavaron en PBS y se
cultivaron en frascos de cultivo celular utilizando medio de cultivo MF, el cual estaba
compuesto por DMEM suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Merck ref.
F7524) y antibidticos y antimicéticos (Merck ref. A5955) hasta una concentracién final
de 100 unidades de penicilina, 100 pg de estreptomicina y 0,25 ug de anfotericina B por
ml (Nieto-Aguilar et al., 2011; Blanco-Elices et al., 2021). Estos cultivos celulares se
mantuvieron en un incubador celular a 372C con un 5% de CO,, siguiendo protocolos
estandar de cultivo celular, procediéndose a subcultivar las células cuando éstas

alcanzaron subconfluencia.

Todos los donantes o sus representantes legales aceptaron su participacion en el
estudio y firmaron el correspondiente consentimiento informado. Asimismo, el estudio
fue aprobado por el Comité Coordinador de Etica de la Investigaciéon Biomédica de
Andalucia, con nimero de aprobacion PEIBA0116-N-19, de 29 de mayo de 2019. En todo
momento, se siguid la normativa europea referente a la investigacién biomédica,

incluyendo las directivas de la Declaracidn de Helsinki.

- QOQ-»W-M%;-» | — »ﬁ% »E

Medios de
cultivos
especificos

Muestras de Lavado Fragmentacién Digestién enzimatica Centrifugacién
tejido adiposo con PBS mecénica (Colagenasa )

Figura 22. Procedimiento utilizado para el establecimiento de cultivos celulares de ADSC a partir de
biopsias de tejido adiposo humano.

Material y métodos 65



Generacidn de un sustituto 6seo humano mediante ingenieria tisular para el tratamiento de defectos mandibulares.

3.2 GENERACION DE UN MODELO DE HUESO HUMANO ARTIFICIAL
NANOESTRUCTURADO MEDIANTE INGENIERIA TISULAR.

En la presente Tesis Doctoral, se generaron dos modelos de sustitutos tisulares
mediante ingenieria tisular: un modelo acelular (constructo acelular), compuesto
exclusivamente por biomateriales, y un modelo celularizado (sustituto dseo celular o
hueso artificial), compuesto por células y biomateriales, siguiendo protocolos
previamente establecidos por el grupo de investigacion (Scionti et al., 2014; Liceras-

Liceras et al., 2017; Blanco-Elices et al., 2021).

Para generar 1 ml de constructo, se mezclaron 760 pl de plasma humano
procedente de donantes sanos de sangre provista por el Biobanco del Sistema Sanitario
Publico de Andalucia con 75 pl de DMEM, 15 ul de acido tranexdmico (como agente
antifibrinolitico) (Amchafibrin 5 mg/mL, MEDA Pharma SL, Madrid) y 50 ul de una
solucion de agarosa tipo VII al 2% en PBS (Merck) calentada hasta ebullicién y
atemperada. Tras mezclar cuidadosamente, se afiadieron 100 pl de una solucién de
cloruro calcico al 1% para inducir la reaccién de coagulacion del plasma y la mezcla se
alicuotd en placas de 6 pocillos (5 ml por pocillo). En el caso del hueso artificial
celularizado, se aifadieron a la mezcla 50.000 células ADSC mantenidas en cultivo, justo
antes de anadir la agarosa y el cloruro cdlcico, procediéndose a inducir la reaccién de
polimerizacién después de anadir las células. Tanto en el constructo celular como en el
acelular, las placas de 6 pocillos que contenian 5 ml de la mezcla celular o acelular se
incubaron durante 24h en un incubador celular a 372C con un 5% de CO; para favorecer

la gelificacion completa del biomaterial.

En el caso de los constructos que contenian células, y una vez gelificados los
hidrogeles, se indujo la diferenciacién osteogénica de las ADSC inmersas en el

biomaterial, aplicando un medio osteogénico previamente optimizado por el grupo de
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investigacion (Nieto-Aguilar et al., 2011). Este medio inductor estaba compuesto por
medio MF suplementado con dexametasona, a una concentracién de 100 nM, beta-
glicerol-fosfato, a concentracién 10 mM, y acido ascdrbico, a una concentracién de 50
mM. Este medio se renovd cada 3 dias, manteniéndose los constructos celulares

sumergidos en medio osteogénico hasta un total de 21 dias.

Transcurrido ese tiempo, tanto los sustitutos celulares como los acelulares se
extrajeron cuidadosamente de los pocillos de cultivo y se sometieron a compresién
pldstica (nanoestructuracion) para mejorar sus propiedades biomecdnicas y obtener
sustitutos mas consistentes y resistentes, tal como se describié previamente (lonescu
et al., 2010; De La Cruz Cardona et al., 2011; Scionti et al., 2014). Para ello, se procedié

del siguiente modo (Figura 23):

1. Colocacién de varias laminas de papel absorbente estéril sobre una
superficie sélida (placa de vidrio).

2. Colocacion sobre el papel absorbente de un filtro poroso de
policarbonato de 0,4 um de diametro de poro (Merck-Millipore).

3. Colocacion de la muestra a nanoestructurar sobre el filtro poroso.

4. Colocacion de un nuevo filtro poroso sobre el biomaterial.

5. Colocacion de varias laminas de papel absorbente estéril sobre el filtro
poroso superior.

6. Colocacion de una superficie sélida (placa de vidrio) sobre el papel
absorbente superior.

7. Aplicacion de 500 g de peso durante 3 min para inducir la reaccién de
entrecruzamiento nanomolecular entre las fibras de fibrina y la agarosa.

8. Retirada del papel y de los filtros porosos.

9. Obtencion del tejido nanoestructurado y rehidratacién parcial en medio

de cultivo estéril.
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CRISTAL
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% ABSORBENTE
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Figura 23. llustracién que muestra los diferentes componentes utilizados para inducir la
nanoestructuracion de los sustitutos celulares y acelulares generados en la presente Tesis Doctoral.

Tras ello, los biomateriales nanoestructurados fueron enrollados sobre si mismos
para formar un cilindro sdélido compuesto por ldminas concéntricas de dichos
materiales, siguiendo protocolos de biofabricacién previamente disefiados por el grupo

(Carriel et al., 2017; Chato-Astrain et al., 2018). (Figura 24)

Plasma
humano

+ PBS

Acido
tranexamico

Cultivo medio inductor especifico
Durante 21 dias

DMEM + 10% SBF + 1% ATB
10nM Dexametasona «
10nM 8-glicerol fosfato

50 uM L-dc. ascorbico 1

QUiuaion | [seumcacon ]

+50.000 ADSC

Figura 24. Illustracidon esquemdtica del protocolo utilizado para la generacion de sustitutos acelulares y
de hueso artificial celularizado obtenido mediante ingenieria tisular.
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3.3 ANALISIS BIOMECANICO DEL HUESO HUMANO ARTIFICIAL
NANOESTRUCTURADO GENERADO MEDIANTE INGENIERIA TISULAR.

Las propiedades biomecanicas de los tejidos bioartificiales de fibrinaagarosa
generados en el presente trabajo se evaluaron utilizando un instrumento de andlisis
biomecdanico Instron modelo 5943 (Norwood, MA, EE.UU.) y el programa de andlisis
biomecanico Bluehill 3. Los tejidos bioartificiales generados en esta Tesis Doctoral y se
colocaron sobre las mordazas de sujecion del dispositivo, dejando una distancia de 1 cm
libre entre ambos extremos. Tras ello, se programd el instrumento de analisis
biomecanico para generar una traccion continua de a una velocidad de deformacion de

5 mm/min, hasta lograr la ruptura total de la muestra.

Se analizé un total de 5 muestras. En cada una de ellas, se analizaron los siguientes

parametros, determinados automaticamente por el software:

«  Modulo de Young.
- Esfuerzo de traccion a la rotura
- Cargaalarotura.

. Extensidon de deformacion a la rotura.

3.4 ANALISIS IN VIVO EN UN MODELO DE DEFECTO CRITICO
MANDIBULAR.

Para evaluar la biocompatibilidad y funcionalidad in vivo de los sustitutos
bioartificiales generados mediante ingenieria tisular en la presente Tesis Doctoral, estos
sustitutos se implantaron a nivel del hueso mandibular en animales de laboratorio

sometidos a lesidn critica de dicha estructura.

Para ello, se utilizaron ratas atimicas desnudas inmunodeficientes Crl:NIHFoxn1™.

Estos animales presentan un defecto en el desarrollo del timo vy, por tanto, poseen un
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déficit en la funcién de los linfocitos T, encargados, entre otras cosas, del rechazo
inmunoldgico de células y tejidos alogénicos y xenogénicos implantados en dichos
animales. Tras preparar el campo quirdrgico estéril, los animales fueron anestesiados
mediante inyeccidn intraperitoneal de ketamina y acepromacina (Boehringer Ingelheim,
Ingelheim am Rhein, Alemania). Posteriormente, se expuso quirurgicamente la rama
mandibular derecha, separdndose los musculos que se encontraban adheridos a ella, y
se procedid a extraer un fragmento de hueso mandibular de 1 cm de longitud en dicha
rama de la mandibula utilizando una microsierra eléctrica de mano de uso en
odontologia. Este defecto se considera critico de gran tamafio, por lo que el hueso no
puede regenerarse por si mismo. Para estabilizar el hueso mandibular y permitir la
movilidad y funcionalidad normal de la mandibula, a todos los animales intervenidos se
les implantd posteriormente una microplaca de titanio, la cual se fijé con dos tornillos a
cada lado del defecto (Figura 25). En los grupos de estudio, el defecto mandibular se
rellend con un constructo generado mediante ingenieria tisular, mientras que este
espacio quedd sin rellenar en el grupo de control negativo. En todos los casos, se cerrd
la herida por planos, reparandose los tejidos blandos y cerrdndose la incisidon cutanea
con material de sutura quirdrgica. El lado izquierdo (no intervenido) sirvié como control

en todos los casos. El procedimiento se muestra esquematicamente en la Figura 26.

Figura 25. Animal de laboratorio utilizado para los estudios in vivo. A la izquierda, se muestra una
imagen del animal atimico antes de la intervencion. A la derecha, imagen intraquirtrgica en el momento
de la colocacidn de una microplaca de titanio y su fijacion a la mandibula utilizando un tornillo
quirdrgico.
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Figura 26. Representacion del procedimiento utilizado para generar un modelo de lesion mandibular
critica de gran tamafio en animales de laboratorio. A: exposicion quirurgica de la rama mandibular; B:
seccion del hueso y fijacion de una microplaca de titanio; C: escision del fragmento dseo; D: implante del
sustituto generado mediante ingenieria tisular a nivel del defecto dseo.

Los grupos de animales estudiados en la presente Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Grupo Control Positivo (P-CTR). Este grupo corresponde a 2 animales que
no fueron intervenidos y que se dejaron evolucionar de forma natural.

2. Grupo Control Negativo (N-CTR). En este grupo se incluyeron 4 animales
en los que se generd el defecto dseo descrito mas arriba, no implantdndose
ningun sustituto a nivel del defecto.

3. Grupo Acelular (ACEL). En este grupo se incluyeron 4 animales en los que
se genero el defecto dseo descrito mas arriba, implantdndose posteriormente un
sustituto acelular de fibrina-agarosa nanoestructurada a nivel del defecto.

4. Grupo Hueso Humano Artificial Celularizado (HHA). En este caso, se
utilizaron 8 animales a los que se generd el defecto dseo descrito mas arriba,
implantandose posteriormente un sustituto de hueso humano generado por
ingenieria tisular que contenia células diferenciadas hacia la estirpe osteogénica

a nivel del defecto.

Tras la cirugia, todos los animales recibieron pauta analgésica con metamizol
magnésico durante 7 dias, y los animales tenian acceso libre al alimento y al agua de

bebida. Tras 4 meses de seguimiento, se procedié al sacrificio de todos los animales
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mediante inyeccion intracardiaca de un agente de eutanasia bajo anestesia general

profunda.

Todos los estudios con animales de experimentacién se llevaron a cabo en la
Unidad de Experimentacion Animal del Instituto de Investigacion Biosanitaria
ibs.GRANADA, bajo supervisidn veterinaria. Estos estudios fueron aprobados por el
comité de ética de la investigacion animal de la Junta de Andalucia (ref.

08/07/2019/122).
3.5 ANALISIS RADIOLOGICOS.

Una vez sacrificados, todos los animales fueron analizados utilizando un sistema
de radiografia panordmica con escédner dental 3D Combi 500 (PointNix, Seul, Corea del
Sur) (Liceras-Liceras et al., 2017). Para ello, se colocé la cabeza de cada animal en un
soporte de poliestireno, escanedndose a continuacion en 3602 a alta resolucién. Tras
ello, se analizaron las diferentes imagenes para obtener las siguientes imagenes y los

siguientes parametros:

1. Imagenes de reconstruccion tridimensional (3D) del esqueleto
craneofacial. A partir de estas imagenes, se realizaron analisis morfoldgicos para valorar
los siguientes pardmetros cualitativos:

« Estructura general y la simetria del craneo, determinandose la morfologia
de los dientes, la mordida y la oclusion dental y la morfologia y simetria del
esqueleto craneofacial.

- Analisis cualitativos de la zona del defecto critico mandibular.

2. Imagenes tomograficas obtenidas a nivel del defecto critico mandibular.
Estas imagenes se utilizaron para determinar parametros cuantitativos relacionados con

el defecto critico mandibular. En cada animal, se tomaron tres medidas diferentes,
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calculdandose el valor medio de los tres. Estos datos fueron obtenidos por tres
especialistas independientes:

- Tamano del defecto mandibular, expresado en milimetros.

- Radiodensidad del tejido encontrado en el interior del defecto,

determinada en Unidades Hounsfield (U.H.).
6. Analisis histologicos, histoquimicos e inmunohistoquimicos.

Para el analisis histolégico de las muestras de hueso artificial generadas por
ingenieria tisular (sustitutos celularizados), se fijaron fragmentos de hueso artificial en
formaldehido al 4% tamponado (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona) durante 24h a
temperatura ambiente. En el caso de los tejidos implantados in vivo, las mandibulas de
cada animal se diseccionaron quirurgicamente y se fijaron igualmente en formaldehido
al 4% tamponado, incluyendo el hueso y los tejidos blandos adheridos a éste. Tras ello,
se extrajeron los tornillos quirdrgicos junto a la microplaca en los grupos en los que se
habian utilizado estos fijadores. Los tejidos correspondientes a los animales de
experimentacidon fueron posteriormente descalcificados mediante inmersidon en
reactivo de Anna Morse, compuesto por un 50% de acido férmico y un 20% de citrato
sodico (ambos, de Panreac Quimica S.L.U.) durante alrededor de una semana. Tras ello,
los tejidos descalcificados se cortaron con una cuchilla a nivel del sitio del defecto dseo,
obteniéndose fotografias macroscdpicas a este nivel para evaluar macroscopicamente
la zona del implante, como parte del analisis de biocompatibilidad de los sustitutos

generados mediante ingenieria tisular.

A continuacion, los tejidos fijados y, en su caso, descalcificados, se incluyeron en
parafina siguiendo protocolos estandar de laboratorio histolégico. De forma breve, las
muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (70, 96 y 100%)

(Panreac Quimica
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S.L.U.), de aclararon en xileno y se incluyeron en parafina a 602C utilizando un
equipo de procesamiento automatico de muestras histoldgicas Shandon Citadel 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Tras ello, se obtuvieron secciones
histolégicas de un grosor de 4pm utilizando un microtomo, las cuales se
desparafinizaron en xileno y se rehidrataron utilizando concentraciones crecientes de

etanol (100, 96 y 70%) y agua destilada.
3.6 ANALISIS HISTOLOGICOS.

Para los estudios histologicos, las muestras se tifieron con hematoxilina y eosina,
siguiendo protocolos estandar de tincidon histoldgica. Para ello, las muestras
rehidratadas se sumergieron en una solucién comercial de hematoxilina (Panreac
Quimica S.L.U.), se lavaron en agua corriente y se tifieron en eosina alcohdélica (Panreac
Quimica S.L.U.), procediéndose posteriormente a su deshidratacidn en concentraciones
crecientes de etanol, su aclarado en xileno y su montaje con cubreobjetos utilizando
balsamo de Canada (Panreac Quimica S.L.U.). Una vez seco el balsamo, se escanearon
las preparaciones en un escaner de muestras histolégicas Pannoramic Flash Desk DW
(3D Histech, Budapest, Hungria), obteniéndose imdagenes de bajo aumento (para

mostrar ambas ramas de la mandibula) y de alto aumento de la zona del implante.

En los estudios in vivo, estas imagenes se utilizaron para determinar la morfologia
global del lado intervenido de la mandibula y del lado control, en cada uno de los grupos,
asi como para evaluar la biocompatibilidad del sustituto implantado a nivel del defecto,
en los grupos ACEL y HHA. En ambos grupos, las muestras se analizaron
histolégicamente para determinar signos de rechazo, necrosis, hemorragia u otros
signos microscopicos relacionados con biocompatibilidad del sustituto implantado in

Vivo.
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3.7 ANALISIS HISTOQUIMICOS.

Para evaluar la presencia de determinados componentes de la matriz extracelular
(MEC) en el sitio del defecto y en el tejido nativo, las muestras se sometieron a los
siguientes métodos histoquimicos, siguiendo métodos y protocolos previamente
descritos (Alfonso-Rodriguez et al., 2014; Vela-Romera et al., 2019; Sanchez-Porras

et al., 2021):

- Para la identificacién de depdsitos de calcio e indicios de mineralizacién
0sea, se aplico la técnica de rojo alizarina. Tras rehidratar, las muestras se
sumergieron en una solucion al 2% de rojo alizarina S (pH 4,2) durante 3 minutos,
lavdndose a continuacidon con abundante agua para eliminar el exceso de
colorante.

- Para tefir especificamente las fibras de colageno, se utiliz6 el método
histoquimico del rojo picrosirius. Para ello, las muestras se incubaron durante 30
minutos en una solucion de rojo sirio F3B (Panreac Quimica S.L.U.), se lavaron en
agua destilada y se contratifieron brevemente con hematoxilina de Harris,
lavandose en abundante agua a continuacion.

- Paraidentificar proteoglicanos, se utilizé la técnica del azul alcian. En este
caso, las muestras se incubaron durante 30 minutos en una solucion comercial de
azul alcidn (Panreac Quimica S.L.U.), se lavaron en agua y se contratifieron
brevemente con rojo nuclear (nuclear fast red) durante 1 minuto, lavandose a
continuacion.

- Para la identificacion de componentes especificos del cartilago y del
tejido osteoide, se utilizé el método del azul de toluidina. Para ello, las muestras
se sumergieron en una solucion de azul de toluidina al 0,2% en tampdn acetato-
acético (pH 4,2) durante 5 minutos, lavandose a continuacidon en tampdn acetato-

acético. Tras ello, se incubaron las preparaciones en una solucidén acuosa de
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molibdato de amonio al 4% durante 5 minutos, lavandose posteriormente con

abundante agua.

Una vez realizados estos procedimientos, las muestras se deshidrataron, se
aclararon, se cubrieron con cubreobjetos y se analizaron tal como se describe para el

analisis histoldgico.
3.8 ANALISISINMUNOHISTOQUI'MICOS.

La identificacién del marcador 6seo osteocalcina y del componente de la MEC
versican se realizé aplicando técnicas inmunohistoquimicas. Para ello, las muestras
rehidratadas se sometieron a un proceso de recuperacidn antigénica utilizando tampon
citrato (0,01M) a pH 6 durante 5 minutos a una temperatura de 982C. Tras lavar, se
eliminaron las peroxidasas enddgenas utilizando perdxido de hidrégeno al 3%, se
volvieron a lavar y se aplicé una solucién de prehibridacién (todo ello, de Panreac
Quimica S.L.U.). Tras ello, se incubaron las secciones a 372C en una soluciéon de
proteinasa K (Agilent Dako, Santa Clara, CA, EE.UU.) (para osteocalcina) o de
condroitinasa ABC de Proteus vulgaris (0,2 U/ml, Merck Life Science) (para versican). A
continuacion, las muestras se incubaron durante 12 h a 42C en una soluciéon que
contenia el anticuerpo primario anti-osteocalcina (Abcam ref. 13420, Cambridge, Reino
Unido) a una dilucién de 1:200 o el anticuerpo primario anti-versican (Abcam ref. 19345)
a una dilucion de 1:100. Tras lavar el exceso de anticuerpo primario, las muestras se
incubaron durante 30 minutos en una solucién de anticuerpo secundario anti-conejo,
lavandose a continuacion. Finalmente, se utilizé una solucién de 3,3’-diaminobencidina
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.) para revelar la sefial positiva, y las
muestras se contratifieron brevemente con hematoxilina de Mayer. Una vez realizados
estos procedimientos, las muestras se deshidrataron, se aclararon, se cubrieron con

cubreobjetos y se analizaron tal como se describe para el analisis histoldgico.
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3.9 CUANTIFICACION DE LA SENAL HISTOQUIMICA E
INMUNOHISTOQUIMICA Y ANALISIS ESTADISTICO.

Una vez realizados los estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos, se procedié
a cuantificar la sefial positiva obtenida para cada uno de los métodos de analisis en cada
uno de los animales de los estudios in vivo. Con este fin, se utilizé el programa de analisis
de imagenes Imagel) (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.), tal como se
hizo en trabajos previos. Tras tomar imdagenes histologicas de cada una de las muestras
y para cada tipo de tincidn, se procedié a sefialar 10 puntos al azar en la zona de interés
a medir en cada caso, y se pidié al programa que determinara la intensidad de sefal de
forma automatica, tras seleccionar el canal de color correspondiente a la sefial positiva.
En los casos en los que se encontraron areas de osificacion o areas en las que se habia

formado tejido cartilaginoso, se procedid, ademas, al analisis especifico de dichas areas.
3.10 ANALISIS ESTADISTICOS.

En primer lugar, cada variable se analizd para determinar si su distribucién se
adaptaba a una curva normal utilizando la prueba estadistica de ShapiroWilk. Los
resultados mostraron que la mayoria de las variables no seguian este tipo de
distribucidn, por lo cual se utilizaron, a partir de ahora, pruebas no paramétricas para el

analisis estadistico de los resultados.

Para los analisis morfoldgicos y de simetria del craneo de los animales incluidos en
los estudios in vivo, los porcentajes de individuos que presentaron alteraciones en cada
grupo fueron comparados utilizando el test exacto de Fisher. Para comparar los
resultados de los estudios cuantitativos de la zona del defecto (tamafio y radiodensidad
del defecto dseo una vez finalizado el periodo de seguimiento), se utilizé la prueba

estadistica de Mann-Whitney. Esta misma prueba se aplicd, asimismo, para las
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comparaciones realizadas entre los diferentes grupos de animales para las variables

relacionadas con parametros histoquimicos e inmunohistoquimicos.

Todas las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando el programa
RealStatistics para Excel (Dr. Charles Zaiontz, Purdue University, West Lafayette, IN,
EE.UU), y los valores de significacion p inferiores a 0,05 se consideraron como

estadisticamente significativos en los analisis de doble cola.
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4 RESULTADOS

4.1 GENERACION DE UN MODELO DE HUESO HUMANO ARTIFICIAL
NANOESTRUCTURADO MEDIANTE INGENIERIA TISULAR.

La aplicacién de los métodos descritos en el apartado anterior permitié generar

sustitutos de hueso humano mediante ingenieria tisular.

En primer lugar, los cultivos celulares de células madre mesenquimales del tejido
adiposo (ADSC) establecidos a partir de biopsias del tejido graso mostraron células de
morfologia elongada, fusiforme o estrellada, que presentaban abundantes
prolongaciones celulares y tendian a adherirse al frasco de cultivo, tal como ocurre con
las células mesenquimales normales (Figura 27). No se evidencid ninguna alteracién en

ninguno de los cultivos celulares generados en esta Tesis Doctoral.

| EoN N _L
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Figura 27. Fotografia de microscopia de contraste de fases de un cultivo de ADSC. Se aprecia la
morfologia elongada o estrellada de las células adheridas a la superficie de cultivo.

En segundo lugar, la combinacién de las células con los biomateriales de fibrina-
agarosa descritos en el apartado Material y Métodos de la presente Tesis Doctoral, junto
con la aplicacién de métodos de nanoestructuracion, permitié obtener laminas de tejido
artificial celulares o acelulares de consistencia similar a la de una fina membrana (Figura
28 A). Cuando estas laminas se sometieron a los procesos de biofabricacién descritos en
la metodologia de esta Tesis Doctoral, se obtuvieron sustitutos éseos cilindricos

celulares o acelulares compuestos por el biomaterial nanoestructurado y, en el caso de
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los constructos celulares, células diferenciadas a la estirpe osteogénica en su interior

(Figura 28 B).

Figura 28. Imagen macroscopica del modelo de sustituto éseo basado en biomateriales
nanoestructurados de fibrina-agarosa y células madre mesenquimales diferenciadas hacia la estirpe
osteogénica generado en la presente Tesis Doctoral. A: biomaterial nanoestructurado sobre una
membrana porosa de nylon (en blanco). B: Sustituto dseo nanoestructurado y enrollado sobre si mismo
para formar un cilindro sélido depositado en una placa de Petri.

4.2 ANALISIS DEL MODELO DE HUESO HUMANO ARTIFICIAL
NANOESTRUCTURADO OBTENIDO MEDIANTE INGENIERIA TISULAR.

En primer lugar, el andlisis biomecanico del hueso artificial demostré que los
tejidos artificiales generados en la presente Tesis Doctoral presentaban un médulo de
Young promedio de 0.49 + 0.07 MPa, asi como un esfuerzo de traccion a la rotura de
0.99 £ 0.23 MPa, con una carga a la rotura de 0.77 + 0.18 N y una extensién de

deformacion a la rotura de 28.77 £ 9.15 mm (Figura 29).

1.5 - 40
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Figura 29. Resultados del andlisis biomecdnico de los sustitutos generados mediante ingenieria tisular.
MY: Mddulo de Young; ETR: Esfuerzo de traccion a la rotura; CR: Carga a la rotura; ER: Extension de
deformacion a la rotura. La escala de la derecha corresponde a la ER.
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En segundo lugar, los analisis histoldgicos realizados al sustituto dseo generado
mediante ingenieria tisular utilizando la tincion de hematoxilina y eosina (Figura 30)
revelaron la presencia de un biomaterial fibrilar de estructura regular y homogénea, en
el que las fibrillas tendrian a orientarse de forma paralela al eje mayor del biomaterial.
Asimismo, las células cultivadas en su interior presentaban una morfologia elongada,
ovalada o redondeada, sin que se apreciaran las tipicas extensiones celulares de las

células madre mesenquimales (Figura 31).

Cuando los sustitutos tisulares se analizaron mediante la técnica histoquimica de
rojo alizarina, se encontrd que las células inmersas en el biomaterial nanoestructurado
de fibrina-agarosa presentaban marcaje moderado para este marcador de
mineralizacion (Figura 30). Sin embargo, la tincién inmunohistoquimica para
osteocalcina mostré muy bajo nivel de expresion para este marcador éseo, siendo

negativa su expresion en la gran mayoria de las células (Figura 30).

HEMATOXILINA
Y EOSINA

ROJO ALIZARINA : ; e -

OSTEOCALCINA

Figura 30. Andlisis histoldgico de los sustitutos generados mediante ingenieria tisular. Se muestran
imdgenes ilustrativas de la tincion con hematoxilina-eosina, rojo alizarina y osteocalcina. Las imdgenes
de la derecha corresponden a microfotografias a gran aumento. Barra de escala: 50 um.

3. Anadlisis de biocompatibilidad del modelo de hueso humano artificial

nanoestructurado obtenido mediante ingenieria tisular.
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Para determinar la biocompatibilidad del tejido artificial, se procedié a suimplante
in vivo en animales inmunodeficientes. A nivel macroscépico, los resultados muestran
una buena integracion del tejido artificial en la mandibula de la rata, sin que se haya
encontrado ninguna reaccién local ni desarrollo de lesiones proliferativas sugerentes de
malignizacién o cualquier otro tipo de complicacién o efecto secundario local (Figura

31).

Figura 31Andlisis macroscdpico de un animal en el que se injerto el sustituto de hueso humano en el que
se aprecia que no existe reaccion proliferativa local ni ningun tipo de complicacion macroscépica
aparente. A la derecha, se muestra el animal después de separar la piel.

Figura 32. Andlisis macroscopico de la zona del implante, una vez fijado y descalcificado el tejido, de los
animales incluidos en el grupo P-CTR (control positivo no operado), N-CTR (control negativo), ACEL
(implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso humano artificial
generado por ingenieria tisular). En ninguno de los casos se aprecia ningun tipo de complicacion o efecto
secundario detectable. Las flechas sefialan la zona del defecto.
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A nivel microscdpico, las imdgenes histoldgicas correspondientes a la tincidn con
hematoxilina-eosina confirmaron la ausencia de complicaciones a nivel del implante.
Como se muestra en la Figura 33, ninguno de los animales analizados en esta Tesis
Doctoral presentd signos de rechazo, proliferacién anémala, hemorragia, siendo todas

las imagenes compatibles con una adecuada integracién y biocompatibilidad del injerto.

Figura 33. Andlisis microscépico de la zona del implante de los animales incluidos en el grupo N-CTR
(control negativo), ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso
humano artificial generado por ingenieria tisular). El lado izquierdo de cada animal se utilizé6 como
control de hueso mandibular no intervenido. En ninguno de los casos se aprecia ningun tipo de
complicacion o efecto secundario detectable. Todos los tejidos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina.
Las barras de escala corresponden a 1 mm en las figuras superiores y a 100 um en las inferiores.

4.3 ANALISIS DE FUNCIONALIDAD DEL MODELO DE HUESO HUMANO
ARTIFICIAL NANOESTRUCTURADO OBTENIDO MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR.

4.3.1 Andlisis morfoldgico y simetria del crdneo

El analisis morfolégico de los animales incluidos en la presente Tesis Doctoral
reveld varias diferencias entre los grupos (Figura 34). Cuando se analizaron los animales
P-CTR (ratas nativas), encontramos que la morfologia de los dientes era normal, lo que

permitia una funcién fisioldgica de mordida, y la morfologia craneofacial del animal era
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simétrica. Por el contrario, los animales del grupo N-CTR presentaron importantes
alteraciones, que resultaron estadisticamente significativas en comparacién con el
grupo P-CTR (p<0.0001 para el test exacto de Fisher). En concreto, el 75% de los
animales de este grupo presentaron alteraciones de la morfologia dental
(principalmente, sobrecrecimiento y desplazamiento de los incisivos superiores), con
alteraciones de la mordida en el 50% de los casos (retraccién mandibular y maloclusion)
y asimetria facial en el 75% de los animales. En el grupo de animales en los que se
implantd un constructo acelular, encontramos un 25% de casos con alteraciones de la
morfologia dental (p<0.0001 frente a P-CTR y frente a N-CTR), sin que existieran
alteraciones de la mordida o asimetria facial en ningln caso. Finalmente, los animales
del grupo HHA en los que se implantd un hueso artificial humano generado mediante
ingenieria tisular mostraron alteraciones de la morfologia dental en el 38% de los casos
(p<0.0001 frente a P-CTR y frente a N-CTR), y un 12,5% de casos presentaron

alteraciones de la mordida o asimetria facial.

ACEL HHA

Figura 34. Imdgenes de reconstruccion 3D del esqueleto craneofacial (lado no intervenido) de los
animales incluidos en el grupo P-CTR (control positivo no operado), N-CTR (control negativo), ACEL
(implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso humano artificial
generado por ingenieria tisular). Se aprecia la morfologia andmala de los incisivos del grupo N-CTR.
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4.3.2 Andlisis radioldgico de la zona del defecto critico mandibular

4.3.2.1 Andlisis cualitativo de la zona del defecto.

El andlisis de la mandibula de cada animal utilizando tomografias y reconstruccién
3D mostré diferencias entre los diferentes grupos de estudio. En primer lugar, las
imagenes del lado intervenido en cada animal (Figura 35) mostraron la presencia de un
hueso mandibular normal, sin defectos ni soluciones de continuidad, en el grupo P-CTR,
mientras que el grupo N-CTR presentéd un defecto mandibular de gran tamafio,
identificable bajo la placa de osteosintesis utilizada para estabilizar los fragmentos de la
mandibula. Cuando se analizé en grupo ACEL, se encontrdé asimismo un defecto
mandibular que, en apariencia, presentaba menor tamafio que en los animales N-CTR.
Finalmente, los animales del grupo HHA presentaron un defecto de muy pequeio

tamafio que contenia tejido en su interior.

P-CTR

Figura 35. Imdgenes de reconstruccion 3D del esqueleto craneofacial (lado intervenido) de los animales
incluidos en el grupo P-CTR (control positivo no operado), N-CTR (control negativo), ACEL (implante de un
constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso humano artificial generado por ingenieria

tisular). En los animales de los grupos NCTR, ACEL y HHA, se observa la placa de osteosintesis.

Para confirmar estos resultados, se procedid a la evaluacidn cualitativa del sitio
del defecto en cada grupo de estudio, utilizando reconstrucciones 3D de la cara inferior

de cada animal. Como se muestra en la Figura 36, estos analisis confirmaron la presencia
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de un hueso mandibular normal en el grupo P-CTR, mientras que los animales N-CTR
mostraron un gran defecto dseo a nivel del hueso mandibular, que no parecia contener
tejido radiodenso en su interior. En cuanto a los animales del grupo ACEL, se observo
asimismo un defecto 6seo mandibular, aunque el tamafio de este defecto fue menor
comparado con los animales N-CTR. Respecto al grupo HHA, se confirmé que el defecto
presentaba menor tamafio aparente que en los grupos anteriores, asi como la existencia

de tejido de diferente consistencia en el interior de dicho defecto.

Figura 36. Imdgenes de reconstruccion 3D del esqueleto craneofacial (vista inferior) de los animales
incluidos en el grupo P-CTR (control positivo no operado), N-CTR (control negativo), ACEL (implante de un
constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso humano artificial generado por ingenieria

tisular). En los animales de los grupos N-CTR, ACEL y HHA, se observa la placa de osteosintesis. Las

flechas sefialan la zona del defecto.

4.3.2.2 Andlisis cuantitativo de la zona del defecto.

Por un lado, la cuantificacion del tamafio del defecto creado a nivel de la
mandibula en el momento del sacrificio mostrd diferencias significativas entre todos los
grupos de estudio. Como se puede apreciar en la Figura 37, los animales del grupo N-
CTR presentaron un defecto cuyo tamafio medio era de 79.95+9.5 mm, siendo de
51.821+2.89 mm en los animales del grupo ACEL y de 17.78+5.34 mm en el grupo HHA.
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Las diferencias entre los tres grupos resultaron estadisticamente significativas

(p=0.0079 para todas las comparaciones).
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Figura 37. Tamaiio del defecto mandibular en los animales incluidos en el grupo P-CTR (control positivo
no operado), N-CTR (control negativo), ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un
sustituto de hueso humano artificial generado por ingenieria tisular), al final del periodo de seguimiento.
Para cada grupo de estudio, se muestran los valores medios, asi como la desviacion estdndar. Los valores
que resultaron estadisticamente diferentes de otros grupos se han marcado con asteriscos, sequidos del

grupo con el cual presentaron diferencias significativas.

Por otro lado, se observé que la radiodensidad del tejido encontrado a nivel del
defecto mandibular presenté diferencias entre los distintos grupos de estudio. Como se
muestra en la Figura 38, el hueso mandibular derecho presentaba muy alta densidad
radiolégica en los animales del grupo P-CTR (2742,78+1170,98 U.H.), que no fue
significativamente diferente (p=0.5887) a la del hueso mandibular izquierdo
(1963,0041249,90). En el caso del NCTR, el tejido correspondiente al defecto generado
en el lado derecho de la mandibula presentdé muy escasa radiodensidad
(546.71+130.69), siendo significativamente (p=0.0022) inferior a la del lado izquierdo,
utilizado como control (2516.46+370.18). De igual modo, el analisis de los animales del
grupo ACEL reveld diferencias significativas (p=0.0022) entre el lado intervenido y el lado
no intervenido de la mandibula (546,71+130,69 y 2516,46+370,18, respectivamente).
En cuanto al grupo HHA, se encontré que el tejido generado a nivel del defecto

mandibular creado en el lado derecho tenia una radiodensidad significativamente
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inferior a la del lado izquierdo utilizado como control (884,29+116,00 U.H. vy
2141,94+328,73 U.H., respectivamente) (p=0.0022).

Figura 38. Imdgenes de cortes tomogrdficos obtenidos a nivel del defecto mandibular de los animales
incluidos en el grupo P-CTR (control positivo no operado), N-CTR (control negativo), ACEL (implante de un
constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso humano artificial generado por ingenieria

tisular). En los animales de los grupos N-CTR, ACEL y HHA, se observa la placa de osteosintesis. Las
flechas sefialan la zona del defecto.

La comparacion entre los cuatro grupos de estudio de la radiodensidad obtenida
en el lado derecho (Figura 39) reveld, en primer lugar, que el PCTR era significativamente
superior a los otros tres grupos (p=0.0022 para N-CTR, ACEL y HHA). En segundo lugar,
se comprobd que la radiodensidad obtenida en el defecto del grupo N-CTR resultd ser
significativamente inferior a la del P-CTR y HHA (p=0.0022 en ambos casos), pero fue
comparable a la del grupo ACEL (p= 0.9372), mientras que HHA fue significativamente
inferior a P-CTR (p=0.0022) y significativamente superior a N-CTR y a ACEL (p=0.0022 en

ambos casos).
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Figura 39. Cuantificacion de la sefial radiolégica obtenida a nivel del defecto mandibular, medida en
unidades Hounsfield (U.H.), en los animales incluidos en el grupo P-CTR (control positivo no operado), N-
CTR (control negativo), ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de
hueso humano artificial generado por ingenieria tisular). Para cada grupo de estudio, se muestran los
valores medios, asi como la desviacion estdndar. Los valores que resultaron estadisticamente diferentes
de otros grupos se han marcado con asteriscos, seguidos del grupo con el cual presentaron diferencias
significativas.

4.4 ANALISIS HISTOLOGICO, HISTOQUIMICO E INMUNOHISTOQUIMICO
DE LA ZONA DEL DEFECTO CRITICO MANDIBULAR

4.4.1 Andlisis histologico de la zona del defecto.

Para determinar la utilidad del modelo de hueso artificial humano generado en
esta Tesis Doctoral en regeneracion dsea mandibular, se procedid al analisis histoldgico

de los tejidos de cada grupo e estudio utilizando tinciones de hematoxilina y eosina.

A este respecto, el analisis del hueso mandibular correspondiente al grupo N-CTR
reveld la presencia de un hueso de apariencia normal en el lado izquierdo (no
intervenido), y la presencia de un tejido blando compatible con tejido conectivo en la
zona del defecto (Figura 40). Este tejido estaba compuesto en su mayor parte por una

matriz conectiva densa compatible con la presencia de fibras de colageno y numerosas
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células de morfologia tipica fibroblastica, no existiendo tejido dseo detectable en esta

Z0ona.

)

Hueso no intervenido Area del defecto

Figura 40. Andlisis histolégico de un animal correspondiente al grupo NCTR (control negativo) utilizando
la tincion de hematoxilina y eosina. En la parte superior, se muestra un corte en el plano coronal a nivel
de la zona del defecto, en la que se aprecia el hueso mandibular no intervenido (lado izquierdo) y el
intervenido (lado derecho). En la parte inferior, se muestran imdgenes de mayor magnificacion de ambas
zonas. La barra de escala de la imagen superior corresponde a 1 mm, mientras que las de las imdgenes
inferiores corresponden a 50 um.

El andlisis del grupo ACEL mostrd, asimismo, un hueso histolégicamente normal
en el lado no intervenido. En el lado intervenido, se aprecié un tejido conectivo rico en
fibras de colageno y células fibroblasticas similar al encontrado en el grupo N-CTR. Sin
embargo, este tejido conectivo neoformado contenia algunos nucleos de osificacion en

los que aparecia tejido dseo, tal como se muestra en la Figura 41. La cuantificacién del
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nimero de nucleos de osificacion mostré un promedio de 1,25 * 0,35 dreas de

osificacién por animal del grupo ACEL.

¥
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Area del defecto
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Figura 41. Andlisis histoldégico de un animal correspondiente al grupo ACEL (implante de un constructo
acelular) utilizando la tincién de hematoxilina y eosina. En la parte superior, se muestra un corte en el
plano coronal a nivel de la zona del defecto, en la que se aprecia el hueso mandibular no intervenido
(lado izquierdo) y el intervenido (lado derecho). En la parte inferior, se muestran imdgenes de mayor
magnificacion de ambas zonas. La barra de escala de la imagen superior corresponde a 1 mm, mientras
que las de las imdgenes inferiores corresponden a 50 um.

Cuando se analizaron los animales del grupo HHA, se encontrd que, al igual que
en los grupos anteriores, el hueso mandibular correspondiente al lado izquierdo
presentaba una estructura histolégica compatible con un hueso maduro normal. Por el
contrario, el lado intervenido estaba en su mayor parte ocupado por tejido blando rico
en fibras de coldgeno vy fibroblastos, pero en su interior se encontraron varios nucleos
de osificacion (promedio de 3,00 + 1,41 por animal del grupo HHA), e incluso algunas

zonas que contenian tejido cartilaginoso histolégicamente normal (Figura 42)
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Figura 42. Andlisis histolégico de un animal correspondiente al grupo HHA (implante de un sustituto de
hueso humano artificial generado por ingenieria tisular) utilizando la tincion de hematoxilina y eosina.
En la parte superior, se muestra un corte en el plano coronal a nivel de la zona del defecto, en la que se
aprecia el hueso mandibular no intervenido (lado izquierdo) y el int3rvenido (lado derecho). En la parte
inferior, se muestran imdgenes de mayor magnificacion de ambas zonas. La barra de escala de la
imagen superior corresponde a 1 mm, mientras que las de las imdgenes inferiores corresponden a 50

um.

4.4.2 Andlisis histoguimico de la zona del defecto.

Para evaluar la presencia de depdsitos de calcio en la zona del defecto, se procedié
al andlisis histoquimico de cada grupo de estudio utilizando rojo alizarina. Como se
puede observar en la Tabla 3 y en la Figura 43, los resultados confirman la presencia de
material mineralizado de alta densidad en el hueso normal correspondiente al control
P-CTR, y su ausencia en el tejido encontrado en la zona de la lesién del grupo N-CTR.
Cuando se cuantificaron los niveles de mineralizacién en cada grupo de estudio, se
encontrd que el grupo P-CTR fue estadisticamente comparable a la de los nucleos de
hueso encontrados en el grupo HHA, siendo las diferencias, no significativas. Sin
embargo, los niveles de mineralizacién fueron significativamente inferiores en el hueso

encontrado en el grupo ACEL y en el cartilago del grupo HHA.
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ROJO ROJO ) AZUL DE

ALIZARINA | PIcROSIRIUs | AZULALCIAN o) UiDiNA
P-CTR 117.44#15.17| 195.3+8.47 | 87.5+17.93 | 40.8+13.04
N-CTR 48142531 | 8224359 | 46.4+10.96 | 49.7+22.44
ACEL (hueso) 102.2414.35 181.8+12.87 | 29.64+10.17 | 35.4+11.28
HHA (hueso) 127.4430.28| 176.4+16.79 | 42.1422.18 | 65.6+20.48
HHA (cartilago) 60.6£28.99  145.4+38.59 & 36.4%26.4 | 125.9+79.95
P-CTR vs. N-CTR 0.0000 0.0000 0.0002 0.4813
P-CTR vs. ACEL (hueso) |  0.0232 0.0185 0.0000 0.2475
P-CTR vs. HHA (hueso) |  0.4813 0.0021 0.0002 0.0068
P-CTR vs. HHA 0.0007 0.0000 0.0002 0.0433
(cartilago)
N-CTR vs. ACEL (hueso)|  0.0001 0.0000 0.0029 0.1903
N-CTR vs. HHA (hueso) |  0.0001 0.0000 0.4359 0.0892
N-CTR vs. HHA 0.2475 0.0021 0.1903 0.0892
(cartilago)
ACEL (hueso) vs. HHA | o2 0.5288 0.2475 0.0007
(hueso)
ACEL (hueso)vs. HHA 1 ¢ 515 0.0147 0.8534 0.0185
(cartilago)
HHA (hueso) vs. HHA 0.0002 0.0232 0.3527 0.2176

(cartilago)

Tabla 3. Cuantificacion de la sefial histoquimica correspondiente a la zona del defecto en cada grupo de
estudio. Para cada método histoquimico y cada grupo de estudio, se muestran los valores promedio y las
desviaciones estdndar. En las filas inferiores, se muestran los valores p de significacion estadistica para

la comparacion de los resultados obtenidos entre los diferentes grupos de estudio. Los valores
estadisticamente significativos se han marcado en color rojo.
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Figura 43 Andlisis histoquimico del tejido dseo y cartilaginoso encontrado en la zona del defecto de los
grupos ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de hueso humano
artificial generado por ingenieria tisular) utilizando la tincion de rojo alizarina. Como controles, se
muestran los resultados obtenidos en el grupo P-CTR (control positivo) y en el grupo N-CTR (control
negativo). Escala: 100 um. La grdfica de la derecha corresponde a los valores de cuantificacion de la
sefial histoquimica obtenida en cada caso, en la que las diferencias significativas respecto al P-CTR se

marcan con “a” y las diferencias significativas respecto al N-CTR se marcan con “b”.

Para determinar la presencia de fibras de colageno en el defecto creado en cada
animal, las diferentes muestras histoldgicas se tifieron con rojo picrosirius (Tabla 3 y
Figura 44). A este respecto, se comprobd que los mayores niveles de tincion
histoquimica de rojo picrosirius correspondieron al grupo P-CTR, existiendo diferencias
significativas con todos los demas grupos del estudio, mientras que los niveles mas bajos
se encontraron en el grupo N-CTR, con diferencias significativas respecto a todos los
demads grupos. Respecto a los nucleos 6seos encontrados en los grupos ACEL y HHA,
ambos mostraron sefal histoquimica significativamente superior a la del cartilago, pero

fueron estadisticamente similares entre si.
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N-CTR
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Figura 44. Anahs:s h/stoqwm/co para r010 p/crosmus del tE‘deO dseo y cartilaginoso encontrado e la zona
del defecto de los grupos ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de
hueso humano artificial generado por ingenieria tisular). Como controles, se muestran los resultados
obtenidos en el grupo P-CTR (control positivo) y en el grupo N-CTR (control negativo). Escala: 100 um. La
grdfica de la derecha corresponde a los valores de cuantificacion de la sefial histoquimica obtenida en

II ”

cada caso, en la que las diferencias significativas respecto al PCTR se marcan con “a” y las diferencias

significativas respecto al N-CTR se marcan con “b”.

Por otro lado, se analizé la presencia de proteoglicanos en la zona del defecto de
cada grupo de estudio utilizando histoquimica para azul alcidn. Como se muestra en la
Tabla 3 y la Figura 45, de comprobd que los mayores niveles de intensidad de tincion
histoquimica de azul alcidn correspondieron al grupo P-CTR, con diferencias
significativas respecto a todos los demdas grupos. Sin embargo, los demas grupos de
estudio mostraron bajos niveles de tincién de azul alcian, siendo similares al N-CTR los
valores encontrados en el hueso y cartilago del grupo HHA, y significativamente

inferiores al grupo N-CTR en el hueso correspondiente al grupo ACEL.

AZUL ALCIAN

b
I a
PCTR  N-CTR  ACEL  HH
(hueso) (huow] (anﬂuo]

ACEL (hueso) HHA (hueso) HHA (cartllago)

= W

Figura 45. Andlisis histoquimico para azul alcidn del tejido dseo y cartilaginoso encontrado en la zona del
defecto de los grupos ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto de
hueso humano artificial generado por ingenieria tisular). Como controles, se muestran los resultados
obtenidos en el grupo P-CTR (control positivo) y en el grupo N-CTR (control negativo). Escala: 100 um. La
grdfica de la derecha corresponde a los valores de cuantificacion de la sefial histoquimica obtenida en
cada caso, en la que las diferencias significativas respecto al PCTR se marcan con “a” y las diferencias
significativas respecto al N-CTR se marcan con “b”.
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El andlisis de la zona del defecto utilizando la tincion histoquimica de azul de
toluidina reveld importantes diferencias entre los diferentes grupos de estudio. En
concreto, estos resultados mostraron que el hueso nativo normal del grupo P-CTR
presentaba bajos niveles de tincién para este marcador, siendo estos niveles
estadisticamente comparables a los del grupo N-CTR y al hueso encontrado en el grupo
ACEL. Sin embargo, tanto el hueso como el cartilago formado en el defecto del grupo
HHA mostraron una sefal significativamente mas intensa que la que se encontrd en P-

CTR (Tabla 3 y Figura 46)

AZUL DE TOLUIDINA

a
| I
P-CTR N-CTR ACEL HHA HHA

(hueso)  (hueso) (cartilago)

Figura 46 Andlisis histoquimico para azul de toluidina del tejido dseo y cartilaginoso encontrado en la
zona del defecto de los grupos ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto
de hueso humano artificial generado por ingenieria tisular). Como controles, se muestran los resultados
obtenidos en el grupo P-CTR (control positivo) y en el grupo N-CTR (control negativo). Escala: 100 um. La
grdfica de la derecha corresponde a los valores de cuantificacion de la sefial histoquimica obtenida en
cada caso, en la que las diferencias significativas respecto al PCTR se marcan con “a” y las diferencias
significativas respecto al N-CTR se marcan con “b”.

4.3.3. Analisis inmunohistoquimico de la zona del defecto.

El analisis de expresion de la proteina dsea osteocalcina en cada grupo de estudio
reveld la existencia de diferencias entre los distintos animales. Como se muestra en la

Tabla 4 Figura 47, hueso nativo del grupo P-CTR mostro sefal positiva
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para osteocalcina, siendo esta sefal significativamente superior a la que se encontrd en
el tejido formado en el defecto del grupo N-CTR y en el cartilago encontrado en el grupo
HHA. Cuando se analizé el tejido 6seo formado en el defecto de los grupos ACEL y HHA,
se encontrd que el hueso del grupo ACEL expresd niveles de osteocalcina similares a los
del hueso P-CTR, mientras que el hueso de HHA expresd niveles significativamente

superiores a los de P-CTR.

OSTEOCALCINA VERSICAN

P-CTR 59.3+9.59 66.6+20.13
N-CTR 23.7+4.72 48.7+16.01
ACEL (hueso) 58.9+18.95 78.3+33.41
HHA (hueso) 90.7+26.94 77.7+10.23
HHA (cartilago) 36.6+13.75 38+7.02
P-CTR vs. N-CTR 0.0000 0.0753
P-CTR vs. ACEL (hueso) 0.9705 0.4813
P-CTR vs. HHA (hueso) 0.0021 0.1655
P-CTR vs. HHA (cartilago) 0.0021 0.0001
N-CTR vs. ACEL (hueso) 0.0000 0.0147
N-CTR vs. HHA (hueso) 0.0000 0.0005
N-CTR vs. HHA (cartilago) 0.0115 0.1903
ACEL (hueso) vs. HHA (hueso) 0.0052 0.4359
ACEL (hueso) vs. HHA (cartilago) 0.0068 0.0007
HHA (hueso) vs. HHA (cartilago) 0.0005 0.0000

Tabla 4. Cuantificacion de la sefial inmunohistoquimica correspondiente a la zona del defecto en cada
grupo de estudio. Para cada marcador inmunohistoquimico y cada grupo de estudio, se muestran los
valores promedio y las desviaciones estdndar. En las filas inferiores, se muestran los valores p de
significacidn estadistica para la comparacion de los resultados obtenidos entre los diferentes grupos de
estudio. Los valores estadisticamente significativos se han marcado en color rojo.
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Figura 47. Andlisis inmunohistoquimico para osteocalcina del tejido dseo y cartilaginoso encontrado en
la zona del defecto de los grupos ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un
sustituto de hueso humano artificial generado por ingenieria tisular). Como controles, se muestran los
resultados obtenidos en el grupo P-CTR (control positivo) y en el grupo N-CTR (control negativo). Escala:
100 um. La grdfica de la derecha corresponde a los valores de cuantificacion de la sefial histoquimica
obtenida en cada caso, en la que las diferencias significativas respecto al PCTR se marcan con “a” y las
diferencias significativas respecto al N-CTR se marcan con “b”.

Por ultimo, la cuantificacién de versican en los diferentes grupos de estudio
utilizando técnicas inmunohistoquimicas mostrd la que esta proteina asociada a la
matriz extracelular estaba presente en todos los grupos de estudio. En general, la
expresion no fue muy intensa en ningun grupo, y las diferencias entre P-CTR y N-CTR,
ACEL y el hueso de HHA no fueron estadisticamente significativas, aunque si fue
significativamente inferior en el cartilago de HHA. Asimismo, se encontré que el hueso
de ACEL y HHA fue significativamente superior al grupo N-CTR, y el cartilago de HHA fue

significativamente inferior al grupo N-CTR.

VERSICAN

" e —,

~ ACEL (hueso) ’HHA (hueso) HHA(cartllago) I I I I

P-CTR  N-CTR  ACEL HHA HHA

(hueso)  (hueso) (cartilago)

Figura 48 Andlisis inmunohistoquimico para versicdn del tejido dseo y cartilaginoso encontrado en la
zona del defecto de los grupos ACEL (implante de un constructo acelular) y HHA (implante de un sustituto
de hueso humano artificial generado por ingenieria tisular). Como controles, se muestran los resultados
obtenidos en el grupo P-CTR (control positivo) y en el grupo N-CTR (control negativo). Escala: 100 um. La
grdfica de la derecha corresponde a los valores de cuantificacion de la sefial histoquimica obtenida en
cada caso, en la que las diferencias significativas respecto al PCTR se marcan con “a” y las diferencias

significativas respecto al N-CTR se marcan con “b”.
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5 DISCUSION

El tratamiento de los defectos éseos mandibulares es complejo, especialmente en
aquellos casos en los que la pérdida de tejido éseo es de gran tamanio (Paré et al., 2022;
Dalfino et al., 2023; Yan et al., 2023). En la mayoria de los casos, el tratamiento requiere
multiples intervenciones quirurgicas que no siempre ofrecen el resultado esperado (Rao
et al., 2023). En el caso de los pacientes en edad pediatrica, el tratamiento es alin mas
complejo, pudiendo generar alteraciones del crecimiento maxilofacial y diferentes tipos
de secuelas del desarrollo craneal (Torroni etal.,, 2015). Uno de los principales
tratamientos utilizados en la actualidad para la reparacidn de los defectos mandibulares
son los injertos autélogos, que no estan exentos de complicaciones y efectos
secundarios para los pacientes, como se detalld en la introduccién de la presente Tesis
Doctoral (Ku et al., 2023). Por ello, se hace necesario profundizar en el desarrollo y
optimizacidn de nuevas alternativas terapéuticas de caracter regenerativo capaces de

mejorar los resultados de los tratamientos actualmente disponibles.

En este contexto, la Ingenieria Tisular surge como una novedosa disciplina que
permite generar tejidos artificiales potencialmente utiles para la regeneracién tisular,
incluyendo el tejido dseo, habiéndose descrito un gran niumero de sustitutos éseos
hasta la fecha (Bosch-Rué et al.,, 2023; Nasir et al., 2023; Ramzan et al., 2023). Sin
embargo, ninguno de estos sustitutos éseos es plenamente funcional, lo que obliga a
seguir investigando en este campo. En la presente Tesis Doctoral, se han logrado generar
nuevos sustitutos de hueso artificial combinando biomateriales de fibrina-agarosa
nanoestructurados con células madre mesenquimales diferenciadas hacia la estirpe
osteoblastica. Aunque este biomaterial ya demostré utilidad en la regeneracion de
distintos tejidos y drganos, incluyendo la cérnea (Alaminos et al., 2006; De La Cruz
Cardona et al., 2011; Gonzalez-Gallardo et al., 2023), mucosa oral (Alaminos et al., 2007;

Garzédn et al., 2009; Blanco-Elices et al., 2021), piel (Carriel et al., 2012; Egea-Guerrero
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et al.,, 2019), nervio (Carriel et al.,, 2017) y paladar (Fernandez-Valadés-Gamez et al.,
2016; Martin-Piedra et al., 2017), entre otras estructuras, es la primera vez que la
fibrina-agarosa nanoestructurada se utiliza para tratar una lesidon critica del hueso

mandibular.

La fabricacién de tejidos artificiales de alta densidad, como es el caso del hueso, a
partir de hidrogeles de escasas propiedades biomecanicas, supone un reto de la
ingenieria tisular. A este respecto, el desarrollo de métodos y técnicas avanzadas de
biofabricacidn que incluyen la nanoestructuracién y la generacién de cilindros macizos
(Scionti etal.,, 2014; Carriel etal., 2017) han permitido fabricar constructos
tridimensionales que podrian ser utilizados como sustitutos dseos. Basada en técnicas
de compresion plastica previamente aplicadas a hidrogeles de coldgeno (Mudera et al.,
2007), la nanoestructuracién permite eliminar la mayor parte del agua del biomaterial,
generando reacciones intermoleculares entre los componentes del mismo, sin afectar a
la viabilidad celular (Scionti et al., 2014). A su vez, los biomateriales nanoestructurados
son susceptibles de modificacién mediante distintas técnicas de biofabricacion que
permiten la generacion de diferentes configuraciones tridimensionales, tales como

cilindros, tubos, o estructuras multilaminares (Martin-Piedra et al., 2017).

Uno de los requerimientos de los tejidos artificiales generados por ingenieria
tisular es la evaluacion de sus propiedades fisicas. Respecto al sustituto 6seo generado
en esta Tesis Doctoral, se demostré que las propiedades biomecanicas de los sustitutos
0seos se encontraban en el rango de ciertos tejidos bandos humanos de alta densidad
(Scionti etal., 2014), sin que llegaran a alcanzar las propiedades de los tejidos
mineralizados que, de acuerdo con publicaciones previas, presentan valores de médulo
de Young mds de 100 veces superior (Liu etal.,, 2023). Aunque diferentes autores
demostraron que la utilizacién de tejidos artificiales blandos es capaz de mejorar la

regeneracion dsea (Bai et al., 2023; Meghil et al., 2023; Zhu et al., 2023), lo cual coincide
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con nuestros propios resultados, alin sera necesario llevar a cabo estudios que permitan
fabricar sustitutos dseos mineralizados que, por tanto, presenten mejores propiedades

biomecanicas.

Junto a los estudios biomecdanicos, el modelo de hueso artificial generado en la
presente Tesis Doctoral y mantenido en cultivo fue sometido a distintos tipos de andlisis
citoldgicos e histoldgicos para determinar parametros de calidad para futuro uso clinico,
tal como establece la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Farmacéuticos
(AEMPS) (Rico-Sanchez et al., 2019). A este respecto, pudimos comprobar que las células
utilizadas para la generacion del hueso artificial mostraban una morfologia compatible
con células normales en proceso de proliferaciéon y con un metabolismo activo, sin que
se apreciara ningun signo que sugiriera la existencia de alteraciones significativas. Estos
resultados coinciden con analisis previamente publicados por el Grupo de Ingenieria
Tisular en los que se demuestra que las células cultivadas en el biomaterial de fibrina-
agarosa nanoestructurado mantienen patrones 6ptimos de viabilidad y funcionalidad
celulary, por tanto, son adecuadas para futuro uso clinico (Garcia-Martinez et al., 2017;
Campos et al., 2018; Chato-Astrain et al., 2020). Por otro lado, los andlisis histoldgicos
revelaron la presencia de un biomaterial denso que contenia células de aspecto normal
en su interior y que mostraban sefial moderada para la técnica de rojo alizarina, aunque
no de osteocalcina. En general, estos resultados sugieren que el modelo de hueso
humano artificial nanoestructurado generado en esta Tesis Doctoral era compatible con
un tejido artificial de aspecto normal, aunque con bajos niveles de diferenciacién, en el
gue las células diferenciadas hacia la estirpe osteogénica, probablemente, estan
iniciando la sintesis de componentes mineralizados, aunque aun en bajo grado. Futuros
estudios deberan determinar si estos tejidos son capaces de mostrar mayores niveles
de diferenciacién mientras se mantienen en cultivo ex vivo, tal como se demostré para

otros tipos de tejidos, sin que estos tejidos fueran capaces de alcanzar diferenciacién
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terminal en cultivo (Garzon et al., 2009; Gonzalez-Andrades et al., 2009; Vifiuela-Prieto

et al., 2015).

Una vez generado en laboratorio el sustituto &éseo de fibrina-agarosa
nanoestructurada, y tras realizar los controles de calidad a nivel biomecanico, citolégico
e histologico, se llevaron a cabo ensayos in vivo para determinar su utilidad potencial en
la regeneracidon 6sea mandibular. La realizacion de estudios en animales de laboratorio
es uno de los principales requerimientos de la AEMPS para determinar pardmetros de
bioseguridad y funcionalidad de los productos de terapias avanzadas generados en
laboratorio (Rico-Sanchez et al., 2019). Para ello, se utilizd un modelo de rata atimica
inmunodeficiente que permitiéd implantar tejidos artificiales que contenian células
humanas sin la posibilidad de que existiera rechazo inmunoldgico del xenoinjerto debido
al mal funcionamiento de los linfocitos T del animal receptor (Rolstad, 2001). Aunque el
grupo investigacién utilizé previamente el modelo de ratén atimico inmunodeficiente
para la evaluacién in vivo de tejidos artificiales generados mediante ingenieria tisular
(Garzon et al., 2009; Carriel et al., 2012; Blanco-Elices et al., 2021), en este caso se optd
por un animal de mayor tamafio, como es la rata desnuda, debido a la dificultad de
generar osteotomias de tamafo critico a nivel mandibular en animales de pequefo
tamafio. Hasta la fecha, se han descrito varios modelos animales de lesidon dsea
mandibular utilizando, fundamentalmente, el raton de laboratorio (Li et al., 2022), la
rata (Higeuchi et al., 2023) y, en muy pocos casos, animales de mayor tamafio como el

cerdo (Troeltzsch et al., 2023).

En lo que respecta al modelo de lesion, es importante sefalar que en la presente
Tesis Doctoral se utilizé un modelo de daifio mandibular critico de gran tamafio (1 cm en
la rata) para determinar la utilidad del tejido artificial para mejorar los resultados
actualmente disponibles en lesiones 6seas de gran tamafio. La falta de tratamientos

verdaderamente eficaces para tratar las lesiones criticas de gran extension en el hueso
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humano y los malos resultados obtenidos hasta el momento (Migliorini et al., 2021),
obligaron a buscar alternativas terapéuticas basadas en la Ingenieria Tisular. La gran
mayoria de estudios previamente publicados en el campo de la regeneracién dsea
mandibular utilizan defectos mandibulares de pequefio tamafio, siendo muy escasos los
trabajos en los que se genera un defecto critico (Marei et al., 2018; Awadeen et al.,
2020; Dalfino et al., 2023) mas aun, cuando el defecto critico es de gran extensidn, tal

como se hizo en la presente Tesis Doctoral.

La realizacion de los estudios in vivo nos permitié demostrar, en primer lugar, que
el implante de un sustituto éseo nanoestructurado de fibrina-agarosa es seguro para el
animal receptor, por lo que podemos inferir que este producto cumple los
requerimientos de bioseguridad de la AEMPS referentes a productos de terapias
avanzadas utilizados clinicamente. Probablemente, la bioseguridad es el requisito mas
importante de este tipo de productos (Rico-Sanchez et al., 2019; Canceill et al., 2023;
Gonzalez-Gallardo et al., 2023), y la demostraciéon de que el producto esta libre de
efectos adversos significativos debe ser previa al analisis de funcionalidad de dicho
producto, segun lo indicado por la AEMPS. En nuestro caso, se demostro que el sustituto
0seo generado por ingenieria tisular, tanto el producto celular como el acelular,
presentd adecuados niveles de biointegracidn en la zona del implante, no existiendo
ninguna reaccion detectable que pudiese asociarse a rechazo, inflamacién, necrosis o
malignizacidén. Aunque habra que llevar a cabo estudios moleculares en profundidad,
estos estudios preliminares apoyan la seguridad del sustituto éseo utilizado para la
regeneracion de grandes defectos criticos del hueso mandibular y permiten continuar
la caracterizacién del producto de cara a su futura utilizacién en pacientes. En cualquier
caso, la realizacién de ensayos clinicos en fases tempranas debera determinar la

bioseguridad del producto aplicado a pacientes con graves defectos tisulares, tal como
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se hizo con otros tejidos artificiales generados en laboratorio (Gonzalez-Gallardo et al.,

2023).

En segundo lugar, los estudios in vivo permitieron evaluar la funcionalidad del
hueso artificial humano a la hora de promover la regeneracién 6sea en un modelo de
defecto critico mandibular de gran tamafo. En lo que respecta al efecto del implante
sobre el crecimiento y desarrollo del esqueleto craneofacial, nuestros resultados
mostraron la utilidad del hueso artificial a la hora de prevenir las alteraciones de los
dientes y de la morfologia facial, existiendo diferencias significativas respecto a los
controles negativos, aunque los resultados no fueron plenamente satisfactorios en el
100% de los animales del estudio. Es bien sabido que el desarrollo del macizo
craneofacial es un proceso altamente complejo en el que intervienen numerosos genes
y factores ambientales que, en conjunto, inducen el crecimiento armoénico y la
diferenciaciéon de numerosas estructuras con la participacién de un gran ndmero de
moléculas inductoras y sefiales (Qin et al., 2023; Selleri y Rijli, 2023). En nuestro caso, la
ausencia de una parte del hueso mandibular se asocié a una alteracidn significativa de
estos procesos, los cuales, de algiin modo, pudieron compensarse parcialmente en los
animales tratados con el hueso artificial, incluso cuando se trataba de un hueso acelular,
lo cual podria estar en relacién con la gran cantidad de factores inductores presentes en
el biomaterial utilizado para generar el hueso artificial (Shen et al., 2006; Verma et al.,
2023). Aunque habra que validar estos resultados en futuros ensayos clinicos de terapias
avanzadas, los resultados preliminares obtenidos en la presente Tesis Doctoral avalan el
uso del hueso artificial humano de fibrina-agarosa nanoestructurada para la prevencion
de los defectos del desarrollo craneofacial en pacientes con defectos mandibulares
criticos. Aunque se trataba de un modelo animal diferente, trabajos previos realizados
por el Grupo de Ingenieria Tisular lograron demostrar la utilidad de los tejidos artificiales

basados en biomateriales de fibrina-agarosa para inducir un desarrollo armédnico de las
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estructuras maxilofaciales en conejos con defecto dseo del paladar (Liceras-Liceras

et al., 2017; Martin-Piedra et al., 2017).

Por otro lado, se evalud la capacidad del hueso artificial para mejorar la
regeneracion osea a nivel del defecto critico mandibular. A este respecto, los resultados
obtenidos en los grupos en los que se implantd un sustituto éseo generado por
ingenieria tisular demostraron, en general, la utilidad de dicho sustituto para mejorar la
regeneracion del hueso mandibular, aunque en ningln caso se logré una total
reparacion y regeneracion del defecto éseo critico de gran tamano. De hecho, los
analisis cualitativos realizados a nivel del defecto mandibular revelaron la presencia de
un tejido reparativo a nivel del defecto en el grupo acelulary, especialmente, en el grupo
celular, lo cual coincide con los estudios cuantitativos que demostraron la presencia de
un defecto de menor tamafo en los animales sometidos a tratamiento con un sustituto
6seo, sobre todo, cuando se utilizé un hueso artificial que contenia células. Sin embargo,
el andlisis de radiodensidad del tejido formado a nivel del defecto reveld que este tejido
estaba constituido, fundamentalmente, por material blando no mineralizado o
escasamente mineralizado que no alcanzaba los niveles del hueso normal, aunque su
densidad resulté ser significativamente superior en el grupo tratado con un sustituto
0seo que contenia células viables. Estos resultados, que concuerdan con la evaluacién
macroscépica cualitativa, sugieren que el implante de un hueso artificial, sobre todo
cuando éste contenia células, es capaz de inducir la formacidn de un tejido regenerativo
a nivel del defecto critico mandibular, aunque este tejido aun tiene caracter inmaduro
y no presenta los niveles de densidad del hueso normal. Numerosos trabajos previos ya
demostraron la utilidad de distintos tipos de biomateriales para mejorar la regeneracién
6sea mandibular, aunque la mayoria de éstos se asocian a una mejora parcial, similar a
la descrita en esta Tesis Doctoral (Dalfino et al., 2023), por lo que se ha sugerido la

necesidad de desarrollar nuevos productos que incluyan factores angiogénicos, factores
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de crecimiento y otro tipo de moléculas capaces de mejorar la regeneracién dsea (Guo

et al., 2023; Zhang et al., 2023).

A nivel histoldgico, nuestros resultados confirmaron la idea de que la utilizacién
de un modelo de hueso artificial nanoestructurado generado por ingenieria tisular se
asocio a la presencia, a nivel de la lesion, de un tejido rico en fibras densas de colageno
en el que existian nucleos de osificacion detectables, asi como zonas que contenian
tejido cartilaginoso cuando se us6 un sustituto dseo celular. Trabajos previos
desarrollados por diferentes grupos de investigacion ya demostraron que la aplicacién
de distintos biomateriales y/o tejidos artificiales a nivel de defectos criticos
mandibulares es capaz de mejorar la regeneracion ésea, pero habitualmente no son
capaces de inducir la total regeneracion del defecto mandibular (Ma et al., 2023).
Aunque habra que llevar a cabo estudios complementarios para dilucidar los motivos
por los que el modelo de hueso artificial de fibrinaagarosa utilizado en la presente Tesis
Doctoral no fue plenamente eficaz a la hora de inducir la regeneracién 6sea mandibular,
la presencia de estos nucleos de hueso y cartilago podria indicar la existencia de un
proceso regenerativo aun incipiente. Por ello, podriamos hipotetizar que estos nucleos
de regeneracion podrian desarrollarse con el tiempo, ocupando toda la zona de la lesién

tras un periodo de tiempo mads prolongado.

En este sentido, es bien sabido que la mayoria de los defectos 6seos mandibulares
generados en ratas de laboratorio son capaces de regenerar de forma completa después
de 4 meses del procedimiento quirdrgico (Veremeev et al., 2020), motivo por el cual, en
la presente Tesis Doctoral se analizaron todos los animales a este tiempo. Sin embargo,
el modelo de lesidn critica mandibular generado en nuestro trabajo es un modelo de
gran tamafio, mientras que los defectos criticos publicados previamente por la literatura
corresponden a tamafios muy inferiores de lesidn ésea (tipicamente, de 4 a 5 mm)

(Awadeen et al., 2020). Asimismo, muchos de los trabajos previos generan un defecto
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de espesor parcial, sin que exista una separacién total de ambos fragmentos
mandibulares, como ocurre en el defecto de gran tamafio generado en esta Tesis
Doctoral. A este respecto, es importante sefialar que un elevado porcentaje de los
defectos clinicamente relevantes que ocurren en la practica clinica corresponden a
defectos de gran tamaiio y espesor total en los que el tratamiento supone un enorme
reto terapéutico. Por este motivo, el desarrollo de modelos criticos de espesor total y
gran tamafio, como el que se utilizd en la presente Tesis Doctoral, una de las primeras
descripciones de este tipo de modelo, podria reproducir mas fielmente la situacién
clinica a la que a menudo se enfrentan los cirujanos en la practica diaria (traumatismos
graves, tumores, defectos congénitos y otras afecciones graves). El estudio de este tipo
de modelo de defecto dseo podria contribuir a desarrollar nuevas terapias capaces de

aportar alternativas terapéuticas para estos pacientes.

Por ultimo, se procedid al analisis de las muestras utilizando métodos
histoquimicos e inmunohistoquimicos para caracterizar el tejido formado a nivel del
defecto critico mandibular. De este modo, se comprobé que los nicleos de tejido dseo
existentes a nivel del defecto mandibular presentaban niveles normales de
mineralizacidon determinada mediante la técnica de rojo alizarina, sobre todo cuando se
utilizé el hueso artificial humano que contenia células. Junto a ello, se observd la
presencia significativamente incrementada de tejido osteoide y de cartilago identificado
mediante azul de toluidina en los animales tratados con el hueso artificial humano. La
presencia de una matriz extracelular altamente positiva para azul de toluidina a nivel del
defecto en los animales tratados con el hueso humano artificial podria ser sugerente de
la presencia de hueso inmaduro en formacion de tipo osteoide, tal como se demostré

previamente (Villanueva et al., 1983).

Asimismo, estos nucleos de tejido dseo presentaban gran cantidad de fibras de

colageno en comparacion con los controles negativos, aunque no alcanzaron los niveles
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del hueso normal. En principio, estos resultados apoyan la idea de que el tratamiento
del defecto utilizando un sustituto éseo de fibrina-agarosa podria contribuir a mejorar
la regeneracién dsea, aunque sin alcanzar los niveles del hueso normal. De hecho, las
fibras de colageno son un componente fundamental de la matriz inorganica del hueso
humano normal, y su presencia es necesaria para dotar al hueso de sus propiedades
biomecanicas, aportando resistencia y elasticidad (Kolb and Bussard, 2019). Por ese
motivo, es importante que el hueso mantenga una elevada cantidad de fibras de
coldgeno, y su pérdida se ha asociado a un mayor riesgo de fracturas (Panzaru et al.,
2023; Yang et al., 2023). En nuestro caso, es probable que la menor cantidad de coldgeno
encontrada en los fragmentos dseos existentes a nivel del defecto mandibular pueda
explicarse por el caracter aun inmaduro de estos tejidos, siendo posible que el hueso
acabe madurando y diferencidndose por completo tras un periodo de tiempo mas
prolongado. En este sentido, es bien sabido que el hueso inmaduro puede presentar
inicialmente concentraciones variables de componentes minerales y no minerales

(Wawrzyniak and Balawender, 2022).

En cuanto a los proteoglicanos identificados mediante azul alcian, los analisis
cuantitativos mostraron muy escasa presencia de estos componentes en todos los
tejidos formados a nivel del defecto dseo, sin diferencias respecto al control negativo.
De nuevo, estos resultados son sugerentes de inmadurez del tejido formado a nivel del
defecto, y podriamos hipotetizar que un mayor tiempo de evolucién podria asociarse a

una mayor sintesis de este tipo de componentes.

Por otro lado, se analizé la presencia de dos componentes fundamentales de la
matriz dsea, la osteocalcina y el versican, utilizando métodos inmunohistoquimicos. En
ambos casos, se demostré que los fragmentos de hueso generados a nivel del defecto
mandibular presentaban niveles normales de estos componentes, siendo comparables

o incluso superiores a los niveles encontrados en el hueso normal utilizado como
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control, sobre todo cuando se usé un sustituto dseo completo constituido por células
humanas y biomateriales. Considerado como el principal marcador de actividad
osteoblastica (Huang et al., 2007), la presencia de osteocalcina sugiere que la actividad
de los osteocitos encontrados en los fragmentos 6seos de la zona regenerativa
presentaba actividad metabdlica osteoblastica y, por tanto, podrian mostrar actividad
regenerativa a nivel dseo. El hecho de que la osteocalcina resultd positiva especialmente
cuando se uso6 un hueso artificial humano que contenia células podria estar en relacién
con la presencia de células inducidas hacia la estirpe osteogénica en el propio tejido
artificial y apoya el uso de sustitutos dseos completos que contenian células

diferenciadas hacia la estirpe osteogénica.

En relacién al versican, esta molécula de la matriz extracelular ésea juega un
importante papel regulando la proliferacién, migracidn y supervivencia celular (Wight,
2017), asi como controlando la fisiologia de la matriz extracelular interaccionando con
las fibras de colageno y otros componentes de dicha matriz (Grover and Roughley, 1993;
Watanabe, 2022), y es un importante regulador del sistema inmune (Wight et al., 2020).
El hecho de que los niveles de versican resultaron comparables a los del hueso normal
utilizado como control cuando se usé un sustituto éseo generado por ingenieria tisular
sugiere que el desarrollo de este componente de la matriz extracelular ocurre de forma
temprana y, probablemente, actia como inductor para la formacion de otros
componentes. De hecho, estudios previos demostraron la interaccion entre los
diferentes componentes de la matriz extracelular, los cuales actian de forma

coordinada para lograr la correcta homeostasis tisular (Malta et al., 2023).

En general, estos resultados sugieren que el implante de un hueso artificial
humano nanoestructurado de fibrina-agarosa podria contribuir a mejorar la
regeneracion osea en un modelo de defecto dseo mandibular critico de gran tamafio,

aungue los resultados no lograron la restauracién ad integrum del defecto creado a nivel
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mandibular. Al tratarse de defectos dseos de gran tamafio para los que el tratamiento
actualmente disponible ofrece muy pobres resultados, la terapia propuesta en esta Tesis
Doctoral podria mejorar los resultados del tratamiento en pacientes afectos de graves
patologias mandibulares. Sin embargo, aun se requiere seguir investigando en este
sentido para mejorar los resultados obtenidos en este trabajo. Por un lado, como ya se
discutié mads arriba, se hace necesario realizar estudios a mas largo plazo para
determinar los niveles de regeneraciéon dsea a tiempos mas largos que los que se
utilizaron en el presente estudio. A este respecto, diversos estudios desarrollados in vivo
demostraron que los tejidos implantados van madurando progresivamente con el
tiempo de evolucién, y muchos de estos tejidos requieren incluso varios afios de
seguimiento en animales de experimentacion (Garzén et al., 2020). Por otro lado, seria
necesario desarrollar nuevos biomateriales y nuevos protocolos de diferenciacion
celular que permitan generar sustitutos del hueso humano plenamente funcionales y
biomiméticos respecto al hueso humano normal. A este respecto, estudios previos
demostraron la posibilidad de mejorar los sustitutos tisulares de fibrina-agarosa
mediante la combinacidon con diferentes tipos de nanoparticulas magnéticas (Lopez-
Lopez et al., 2015; Gila-Vilchez et al., 2019; Campos et al., 2021), factores de crecimiento
(Chato-Astrain et al., 2021) o incluso antibiéticos (Chato-Astrain et al., 2020). Asimismo,
la generacion de sustitutos éseos multicapa que asocien al tejido éseo artificial una capa
equivalente al periostio, tal como se hizo con otras estructuras multicapa (Martin-Piedra

etal., 2017b).

En suma, el presente estudio es una de las primeras descripciones de un modelo
animal de defecto 6seo mandibular severamente critico que podra ser utilizado en el
futuro para el desarrollo de terapias para este tipo de defectos. Junto a ello, se ha
descrito un nuevo modelo de sustituto dseo humano que mostré utilidad potencial a la

hora de mejorar la regeneracion dsea, al menos, de forma parcial.
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6 CONCLUSIONES

De los resultados de la presente Tesis Doctoral podemos inferir las siguientes

conclusiones:

1. La utilizacién de métodos de diferenciacidon celular en cultivo y de
biomateriales de fibrina-agarosa sometidos a métodos de biofabricacién avanzada,
permitio desarrollar un nuevo modelo de hueso humano artificial nanoestructurado que
contenia células diferenciadas hacia la estirpe osteogénica, asi como sustitutos
acelulares.

2. El analisis histolégico del sustituto de hueso humano artificial
nanoestructurado reveld la presencia de una densa estructura fibrilar que contenia
células elongadas en su interior y presentaba analogia parcial con el tejido 6seo
humano. Aunque estas células mostraron positividad parcial para el marcador de
mineralizacion rojo alizarina, resultaron negativas para osteocalcina. El analisis de las
propiedades biomecanicas de este hueso artificial permitié determinar parametros
reoldgicos de esta estructura para su futuro uso como producto de terapias avanzadas.

3. El analisis de biocompatibilidad in vivo del hueso artificial humano de
fibrina-agarosa implantado en un modelo animal de defecto 6seo mandibular critico de
gran tamafio demostré la capacidad del tejido artificial para integrarse en el animal
receptor sin que se apreciara ninguna reaccién local sugerente de rechazo, infeccién,
inflamacién, malignizacion u otro tipo de efecto secundario a nivel macro o
microscopico, lo cual avala la biocompatibilidad del modelo.

4. El estudio de funcionalidad del modelo de hueso artificial humano de
fibrina-agarosa desarrollado en la presente Tesis Doctoral, demostrd la utilidad de este
tejido artificial para mejorar la regeneracién ésea mandibular en defectos criticos de
gran tamafio. La aplicacidn del hueso artificial humano logré mejorar la morfologia y la

simetria del macizo craneofacial en los animales intervenidos, disminuyendo asimismo
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la aparicion de defectos dentales. Los analisis correspondientes a la zona del defecto
6seo mandibular revelaron una reducciéon del tamafio del defecto una vez culminado el
tiempo de seguimiento establecido, existiendo diferencias significativas respecto a los
controles negativos, especialmente en aquellos animales en los que se implantd un
hueso artificial humano compuesto por células y biomateriales y, en menor medida,
cuando se implantd un sustituto acelular.

5. La caracterizacidon radioldgica del defecto 6seo mandibular, una vez
culminado el tiempo de seguimiento, mostré la menor densidad radioldgica del tejido
regenerado a nivel del defecto, aunque la aplicacion del sustituto dseo compuesto por
células y biomateriales logré un aumento significativo de radiodensidad a nivel local. A
nivel histoldgico, los resultados mostraron la presencia de nucleos de tejido 6seo a nivel
del defecto, cuando se usé un sustituto dseo y cuando se utilizd un sustituto acelular, y
de zonas de tejido cartilaginoso en el grupo de hueso artificial humano compuesto por
células y biomateriales. Los analisis histoquimicos e inmunohistoquimicos de la zona del
defecto mostraron un aumento significativo de intensidad de tincion para rojo alizarina,
sobre todo en los casos en los que se implanté un sustituto éseo con células, lo cual
sugiere la presencia de actividad mineralizadora a este nivel. La utilizacion del sustituto
6seo compuesto por células y biomateriales se asocié a un aumento significativo de
tincion mediante azul de toluidina que podria sugerir la presencia de tejido osteoide.
Asimismo, el implante de un sustituto acelular y, especialmente de un hueso artificial,
se asocid a un aumento de actividad osteoblastica demostrada por inmunotincidn para
osteocalcina. Finalmente, el tejido 6seo formado a nivel del defecto mandibular
presentd un incremento significativo de la sintesis de fibras de coldgeno y de versican,
aunque no de proteoglicanos identificados mediante la tincién de azul alcian. En
general, estos resultados sugieren que los fragmentos de tejido 6seo generados a nivel
local presentan un gran numero de componentes del tejido éseo humano normal,

aunque con menores niveles de algunos componentes fibrilares y no fibrilares de la
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matriz extracelular que sugieren un estado de diferenciaciéon aun incipiente y la
presencia de un hueso inmaduro.

6. En conjunto, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral
sugieren que los sustitutos dseos nanoestructurados generados por ingenieria tisular,
especialmente en el caso de los sustitutos celulares, podrian ser utiles para el
tratamiento de defectos criticos del hueso mandibular en un modelo animal de defecto
6seo critico de gran tamaiio, contribuyendo a un mejor desarrollo morfo-funcional e
histoldgico y a la regeneracién parcial del hueso mandibular. Estos resultados abren la
puerta al futuro uso de estos sustitutos para el tratamiento de pacientes con grandes

defectos del hueso mandibular.
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7 ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

IT: Ingenieria Tisular

ITO: Ingenieria Tisular Osea

ONMRM: osteonecrosis mandibular relacionada con medicamentos
FLP: fisura labio-palatina

SAS: sistema andaluz de salud

CME: células madre embrionarias

MSC: células madre adultas, mesenquimales o multipotentes
BMSC: células madre mesenquimales derivadas de la médula ésea
ADSC: células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo
DPSC: células madre mesenquimales derivadas de la pulpa dental

PDLSC: células madre derivadas del ligamento periodontal SHED: células madre
derivadas de dientes temporales iPSC: células madre de pluripotencialidad

inducida SVF: fraccién estromal vascular
ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular
MEC: matriz extracelular

AEMPS: Agencia Espaiiola de Medicamentos y Productos Farmacéuticos ()
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