UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

TESIS DOCTORAL

Evaluacion del uso de quitina y rhBMP-2 para la
regeneracion 6sea: una aproximacion desde la
Ingenieria de Tejidos

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Carlos Diaz Lépez

DIRECTORES

José Vicente Sanz Casado
Enrique Martinez Campos
Viviana Ramos Lino

Madrid, 2018

© Carlos Diaz Lopez, 2017



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Evaluacion del uso de quitinay

rhBMP-2 para la regeneracion osea:

una aproximacion desde la
Ingenieria de Tejidos

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR PRESENTADA POR
Carlos Diaz Lépez

Bajo la direccién de los Doctores:
José Vicente Sanz Casado
Enrique Martinez Campos

Viviana Ramos Lino

MADRID, 2017






Madrid 2017

El Dr José Vicente Sanz Casado, Profesor Titular de Universidad, Director del Departamento de
Anatomia de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, el Dr Enrique
Martinez Campos, Personal Investigador Post-doctoral asociado a proyecto y la Dra Viviana
Ramos Lino, Responsable Técnico de la empresa Noricum S.L. y miembro del Instituto de
Estudios Biofuncionales de la Universidad Complutense de Madrid.

CERTIFICAN que,

el Licenciado en Odontologia, D. Carlos Diaz Lépez ha realizado la labor investigadora
correspondiente a la Tesis Doctoral titulada “Evaluacién del uso de quitina y rhBMP-2 para la
regeneracion osea: una aproximacion desde la Ingenieria de Tejidos” bajo su direccién en el
Instituto de Estudios Biofuncionales y reuniendo los requisitos necesarios para optar al grado
de Doctor.

Concluido el trabajo experimental y bibliografico, autorizan su presentacion para que sea
juzgado por el tribunal correspondiente nombrado a tal efecto. Y para que conste, a los

efectos oportunos, firman el presente documento.

Madrid, 7 de abril de 2017.

Dr José Vicente Sanz Casado

Dr Enrique Martinez Campos

Dra Viviana Ramos Lino






Agradecimientos

Quisiera agradecer a todas las personas que he conocido y que han participado de un
modo u otro en esta Tesis Doctoral, empezada hace 4 afios.

En primer lugar a mis Directores de Tesis, los pilares que de no ser por ellos no hubiese
sido posible haber concluido felizmente este proyecto, Pepe, Kike, Vivi y José Luis Lopez
Lacomba al que considero no soélo el Director de Honor, sino una bellisima persona que me

ayudé y apoyé de una forma en la que siempre le estaré agradecido.

También quiero recordar a todos las personas del Instituto de Biofuncionales de la UCM,
del grupo de Biofuncionales, Ander, Ana, Rodri, Carol, Laura de histologia, Laura de
Noricum y Alba, fueron los primeros que conoci y siempre los tengo en la memoria, de los
buenos momentos pasados, como el dia a dia del laboratorio, operaciones de animales o
las Tesis que han ido presentando (por fin es mi turno). También recordar al resto de
compafieros del instituto como Marian, Susana, Angela, David, y al resto de personas que
estan ahi pero que me es imposible poder nombrarlos a todos.

No puedo olvidar a aquellos que llegaron al grupo después de mi, Alfonso, Clara, Ana 2.0,

Lidia, Luisa, Luciano, Heberth, Isabel y David, muchas gracias por darme vuestra ayuda y

apoyo.

Le agradezco también todo el apoyo y ayuda prestados al Dr. Pascual y al Dr. Romero del
Hospital San Rafael para poder hacer posible las partes de este trabajo que he tenido que

hacer a distancia desde Cadiz.

A mi familia le agradezco que me hayan animado a meterme en la aventura de hacer una
tesis, a mis Padres José Luis y Encarnacién y a mi hermana Laura, a Olga por darme todo
su carifo y fuerza durante todo el proceso y por supuesto se lo dedico al resto de mi gran
familia que saben que les quiero. Una mencién especial querria darsela al Dr. Antonio
Lépez Rodriguez, al que lo conoci en su papel de abuelo. Una de sus inquietudes era la
embriologia a la que dedic6 buena parte de su vida, con lo que espero que le hubiese
gustado este trabajo.

Quiero agradecer a mis amigos de Cadiz, Martin, Guillermo, Fran, Manolo y Luis, siempre

interesados en el momento que iba a terminar la Tesis, ademas de animarme a ello.

SIEMPRE 0S LO AGRADECERE






iNDICE
ABSTRACT

RESUMEN

ABREVIATURAS

L. Introduccion

1. Ingenieria de Tejidos

2. Componentes de la Ingenieria de Tejidos
2.1. Células

2.2. Biomateriales
2.2.1. Quitina

Obtencién

Estructura fisica

Solubilidad

Propiedades fisico-quimicas y biolégicas

2.3. Agentes bioactivos
2.3.1. BMPs
3. Desarrollo embrionario del proceso mandibular

Origen celular de las células de la cresta neural craneal

4. Regeneracion de defectos 6seos
4.1. Materiales de regeneracion
Injerto Autoélogo
Aloinjerto

Xenoinjerto

10

13

16

16

19

19

21

22

24

25

26

27

29

29

31

32

34

34

34

35

35



Injertos sintéticos o Aloplasticos

4.2. Modelo de calota de conejo

5. Oseointegracién: mecanismos y rutas de diferenciacion tisular

6. Efecto de la BMP-2 en las células del hueso (osteoblastos)
6.1. Diferenciacion ésea
6.2. Expresion de marcadores 6seos

7. Cascada de sefializacién génica tras activacion con BMP-2
7.1. Factores de transcripciéon

8. Proceso de sintesis de matriz dsea
8.1. Marcadores tempranos de diferenciacion 6sea
8.2. Otros marcadores de diferenciacion osteoblastica

9. Caracteristicas de la rhBMP-2

9.1. Produccién de BMP-2
I1. Antecedentes del grupo de investigacion
I11. Justificacion
IV. Objetivos
V. Material y Métodos
1. Modelos animales: embrién de pollo
1.1. Animales de experimentacion
2. Quitina
2.1. Caracterizacion
3. Obtencion de la proteina rhBMP-2

4. Inmovilizacién de la proteina rhBMP-2

37

37

38

41

41

42

42

43

44

44

45

47

47

51

52

55

57

57

57

57

57

59

59



5. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio 59

5.1. Contacto directo 59
5.2. Zona del desarrollo del maxilar 61
6. Protocolo cultivo ex ovo 62
7. Procesamiento histolégico 66
7.1. Tinciones histolégicas 66
8. Estudio in vivo. Modelo en calota de conejo. Implantacion de injertos, 67

quitina/rhBMP-2

8.1. Obtencidn de las muestras y tratamiento histologico 69
9. Histomorfometria 70
10. Técnica de tincién inmunohistoquimica 71
VI. Resultados 74
1. Caracterizacion fisicoquimica de la quitina 74
2. Inmovilizacion de la rhBMP-2 77
3. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio. Contacto 78

directo

4. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio. Zona del 81

desarrollo maxilar, primera intervencion

5. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio. Zona del 83

desarrollo maxilar, segunda intervencion
6. Cultivos ex ovo 84

7. Regeneracion 6sea mediante el uso de matrices y transportador activado 87

(quitina/rhBMP-2) en el modelo de calota de conejo
7.1. Histomorfometria 94

7.2. Bio-Oss Collagen 94



8.

0.

7.2.1. Descripcién histolégica

7.2.2. Histomorfometria Bio-Oss Collagen

7.2.3. Comparacion de resultados entre muestras
7.3. Mucograft

7.3.1. Descripcion histologica

7.3.2. Histomorfometria Mucograft

7.3.3. Comparacion de resultados entre muestras
7.4. Cerabone

7.4.1. Descripcion histolégica

7.4.2. Histomorfometria Cerabone

7.4.3. Comparacion de resultados entre muestras

Comparacioén entre biomateriales

8.1. Formacion de tejidos en la regeneracion entre los diferentes
biomateriales

Inmunohistoquimica. Deteccién de osteocalcina

VII. Discusion

1.

2.

6.

Efecto de la quitina-rhBMP-2 en el embridn

Xenoinjertos para la regeneracidon 6ésea empleados en odontologia: Bio-Oss

Colllagen, Cerabone y Mucograft

Resultados de la combinacién de quitina/rhBMP-2 con los diferentes

xenoinjertos
Quitina en biomedicina y odontologia
Degradacidn del Xenoinjerto bovino 6seo

Uso futuro en humanos

VIII. Conclusiones

95

96

100

106

107

108

111

117

118

118

119

123

124

128

130

130

136

137

141

142

144

147



IX. Bibliografia 149






ABSTRACT

Evaluation of the use of chitin and rhBMP-2 for bone regeneration: an approach

from Tissue Engineering

Bone tissue engineering involves the creation of new bone tissue in vitro or in vivo using
cells, bioactive elements and biomaterials, either alone or in combination, according to the
principles of Tissue Engineering. Within this field, applications in dentistry have a great
interest, since bone created by tissue engineering with native properties, is the ideal tissue
for osseointegration of dental implants. In addition, tissue regeneration due to mandibular
defects caused by dental infections, trauma, congenital malformations, surgical lesions
caused by tumor resection or bone deficiencies, are a problem to be solved in the clinical

practice of dentistry and maxillofacial medicine.

The elements analyzed in this Doctoral Thesis work were the main cells in the formation
of the bone tissues and their product, the osteoblasts and the bone matrix. In addition, the
role of the bioactive element or bone growth factor, the human recombinant bone
morphogenetic protein 2 (rhBMP-2), was evaluated. The rhBMP-2 transporter biomaterial

is chitin, a natural polymer whose origin is in the exoskeleton of mollusks.

In this Doctoral Thesis two different animal models have been used. First, the effects of
chitin/rhBMP-2 on the embryonic development and morphogenesis of chicken have been
analyzed. Secondly, the regeneration of bone defects in mature bone tissue in rabbit
calvarial using different commercial biomaterials as matrix activated with chitin/rhBMP-2
was analyzed. The obtained samples were evaluated by histological and
histomorphometric study. With this double approach (embryonic models and surgeries in
adult animals) as a general objective of this Doctoral Thesis it is to verify if the treatment
with chitin/ rhBMP-2 promotes the bone differentiation, and with this, an improvement in

tissue regeneration.

For the accomplishment of this general objective we have set out the partial objectives:
first, to establish an optimal method for the implantation of biomaterials in the chicken
embryo in ovo. In addition, we seek to optimize the histological protocols for fixing, cutting
and staining of chicken embryos. In this way, the study of the biocompatibility of chitin
microparticles in embryonic models will be carried out. To conclude, the osteogenic effect
of rhBMP-2 will be analyzed using chitin as a transporter in the mandibular process of the

chicken embryo.



In the rabbit calvarial model, using bone tissue with the same embryological origin as the
mandibular bone, we will try to regenerate defects to test the tissue response using
chitin/rhBMP-2 by combining it with xenografts; Bio-oss Collagen, CeraBone and

Mucograft.

The application of chitin/rhBMP-2 during the embryonic development of the mandibular
process was addressed by two different strategies: to operate the animal inside the egg, in
ovo, or to remove it from the egg and cultivated it in a culture chamber designed for this
purpose, ex ovo. The samples obtained were processed for histological analysis, by
inclusion in paraffin blocks and microtome cutting. The histological staining used for
analysis was the Masson trichrome with a protocol adapted to this goal. This stain is useful

to differentiate different structures including collagen fibers.

In the in ovo experiments, different effects were observed depending on the dosis . As a
main result, it has been observed that chitin/rhBMP-2 is capable of producing osteoblastic
differentiation in an embryonic stage in which there is as yet no bone matrix formation. As
a side effect, other individuals have documented the formation of an edema that caused
the death of the embryo, probably by the action of rhBMP-2 in vasculogenesis. The
microparticles of chitin proved to be biocompatible and inert upon contact with the
mesenchyme. However, as a result of the intervention or the contaminations that occurred
during the post-treatment incubation period, low survival percentages were obtained. In
order to overcome this problem, three surgical methods were designed to solve these

drawbacks, but none offered results that stood out from the rest.

Changing the strategy of manipulating the ex ovo embryo, the percentages improved with
respect to the in ovo method presenting 100% without contamination; 85.7% survival
within the new culture chamber with filter; 75% survival without filter and 75% survival

after application of rhBMP-2 by the shower method.

In view of these results, we conclude that rhBMP-2 has the ability to induce the formation
of osteoblastic phenotype in the St 26 chicken embryo after implantation in the
mandibular mesenchyme. A failure to monitor the location of the implantation or rate of

release can cause adverse side effects (onset of edema).

In the regeneration of bone defects in adult rabbit calvarial, two trepanations of 8 mm
diameter were performed, one in each parietal bone, without invading the dura mater. In

each defect, a biomaterial, BioOss Collagen, CeraBone and Mucograft was used as a matrix.



These materials were also combined with chitin microparticles, rhBMP-2 and rhBMP-2

activated chitin to see the results and facilitate their comparison.

After two months of healing, the animals were sacrificed and processed for histological
treatment, decalcifying the samples, including them in blocks of paraffin and cutting them
to the microtome. The histological staining used was Mason's trichrome, adapting the
protocol for this type of tissue. Once the dyed samples were obtained, a
histomorphometric study was performed in order to accomplish a quantitative analysis of
the regeneration of the tissues present in the defects and facilitate their statistical analysis.
With these data, we realized a statistical test of the analysis of the variance of a factor

(ANOVA) using the statistical program Prism 5 (Graph Pad).

The results obtained showed that the combination of a bone xenograft with chitin
/ThBMP-2 offers better regeneration rates than the combined material with chitin alone or
only with rhBMP-2. Regarding the choice of the appropriate matrix, Bio-oss Collagen,
obtained better results than CeraBone, possibly due to the 10% of collagen containing the
first one with respect to the second one. Mucograft is a collagen matrix xenograft designed
for soft tissue augmentation and demonstrated that its possible application alone with

chitin, rhBMP-2 or chitin/rhBMP-2 is not suitable for bone regeneration in this model.

In conclusion, rhBMP-2-activated chitin microparticles offer better regeneration rates in
the rabbit calvarial model than chitin alone and better results than control materials. The
results obtained by a hydroxyapatite mineral xenograft (CeraBone), showed worse results
than a xenograft with an organic content of 10% (Bio-oss Collagen). rhBMP-2 adsorbed
onto microparticles of chitin and bound to a commercial matrix, favours the resorption of
bone xenograft but does not prevent ossification of the defect. The use of a mineral matrix
of hydroxyapatite with 10% reabsorbable content (Bio-oss Collagen) with our

chitin/rhBMP-2 treatment, improve the parameters of the bone regeneration.

On the other hand, the matrix of collagen Mucograft, has not been suitable for the
regeneration of bone defects. With this matrix, the addition of chitin and rhBMP-2 has not

been determinant to reach optimum values of bone growth.

Finally, it is considered that the results obtained in this Doctoral Thesis suggest a possible
future use of chitin/rhBMP-2 in clinical applications related to bone differentiation,

demonstrating a great potential in regenerative medicine and tissue engineering.



RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se han utilizado dos modelos animales diferentes para evaluar los
efectos de la quitina/rhBMP-2 para la regeneracion de defectos 6seos. En primer lugar, se
han analizado los efectos de la quitina/rhBMP-2 en el desarrollo embrionario del pollo. De
este modo, se busca determinar su efecto en la morfogenésis embrionaria y su seguridad.
En segundo lugar, para el andlisis de la regeneraciéon de defectos 6seos en tejido 6seo
maduro, se realizaron defectos en calota de conejos y empleando diferentes biomateriales,
Bio-oss Collagen, CeraBone y Mucograft como matriz, se activaron con solo quitina; con
rhBMP-2 o con quitina/rhBMP-2. Las muestras obtenidas se evaluaron mediante un
estudio histolégico e histomorfométrico. Con esta doble aproximaciéon (modelos
embrionarios y cirugias en animales adultos) se busca comprobar si el tratamiento con
quitina/rhBMP-2 promueve la diferenciaciéon dsea, y con ello, se obtiene una mejora en la

regeneracion del tejido.

El método de aplicacién de la quitina/rhBMP-2 durante el desarrollo embrionario,
actuando en el area del desarrollo del proceso mandibular, se afronté con dos estrategias
diferentes: operar al animal dentro del huevo, in ovo, o extraerlo del huevo y cultivarlo en
unas camaras de cultivo disefladas para tal efecto, ex ovo. Las muestras obtenidas se
procesaron para andlisis histologico, mediante la inclusién en bloques de parafina y corte
con micrétomo. La tincién histolégica empleada para su andlisis fue el Tricrémico de

Masson

En los experimentos con embriones, se observaron diferentes efectos segtin la dosis
liberada. Como resultado principal, se ha observado como la quitina/rhBMP-2 es capaz de
producir la diferenciacion osteoblastica en un estadio embrionario en el que todavia no
hay formacién de matriz 6sea. Como efecto colateral, en otros individuos se ha

documentado la formacién de un edema que provocaba la muerte del embrién.

Por otro lado, se evalud la regeneracion de defectos 6seos en calota de conejos adultos
empleando las matrices descritas y quitina/rhBMP-2. Tras dos meses, se recogieron las
muestras y se analizaron mediante estudios histolégicos e histomorfométricos, con el fin
de realizar un andlisis cuantitativo y estadistico de la regeneracion de los tejidos presentes

en los defectos.

Como conclusidn, las microparticulas de quitina activadas con rhBMP-2 en combinacion

con matrices 6seas basadas en hidroxiapatita (Bio-Oss Collagen y Cerabone) mejoraron la

10



regeneracion ésea en comparacion con los respectivos controles. Los resultados obtenidos
por un xenoinjerto mineral de hidroxiapatita (CeraBone) activados con quitina/rhBMP-2,
obtuvieron peores resultados que un xenoinjerto con un contenido 6rganico del 10% (Bio-
oss Collagen) con el mismo tratamiento. La administracion de rhBMP-2 desde
microparticulas de quitina y unida a estas matrices, favorece la resorcién del xenoinjerto
6seo pero no impide la osificacion del defecto. El empleo de una matriz mineral de
hidroxiapatita con un 10 % de contenido reabsorbible (Bio-Oss Collagen) y activada con
quitina/rhBMP-2, han obtenido los mejores valores en regeneracién ésea entre todos los
tratamientos analizados.

Por otro lado, la matriz de colageno Mucograft, no ha resultado idénea para la
regeneracion de defectos 6seos. Con esta matriz, la adicién de quitina/rhBMP-2 no ha

resultado determinante para alcanzar valores dptimos de crecimiento dseo.

Finalmente, se considera que los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sugieren un
posible uso futuro del material quitina/rhBMP-2 en aplicaciones clinicas relacionadas con
la diferenciaciéon 6sea, demostrando un gran potencial en medicina regenerativa e

ingenieria de tejidos.
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Abreviaturas

TE Tissue Engeneering

SC Stem Cells

ESC  Embrionic Stem Cell

ASC  Adult Stem Cell

MSC  Mesenchymal stem cell

B-TCP Tricalcium phospate Beta

GF Growth Factor

BMPs Bone Morphogenetic Proteins
BMP-2 Bone Morphogenetic Protein 2
TGF-B Transforming Growth Factor 3

FGF  Fibroblast Growth Factor

IGF  Insulin like Growth Factor

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
PDGF Platelet Derived Growth Factor
CNCC Crestas neuronales craneales
bFGF  Basic fibroblast growth factor
PMN  Polimorfonucleares

DFDBA Demineralized freeze-dried bone allografts
NaOH Hidréxido de sodio

HA Hidroxiapatita

Runx-2 Runt-related transcription factor 2

Osx Osterix
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DIx5

FA

Fmod

0ocC

OPN

Distal-less homeobox 5 gene
Fosfatasa alcalina
Fibromodulina
Osteocalcina

Osteopontina
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I. INTRODUCCION

1. Ingenieria de Tejidos

Una de las ideas repetidas en la historia de la humanidad ha sido la capacidad de crear
organos, tejidos o seres vivos completos a voluntad, esta idea es patente a través de mitos,
religion o literatura (p.e la creacién de Prometeo, el origen de Eva en el génesis o
Frankenstein). Tal es el poder de esa idea, que a lo largo de la historia se han llevado a
cabo diversos intentos de lograr este objetivo, y a cada pequefio avance se han sucedido

incontables fracasos hasta la actualidad.

Los primeros intentos de restaurar un tejido perdido han sido los dientes, mediante
diferentes métodos de “implantologia antigua” que datan del periodo Greco-Romano

(Crubézy et al, 1998).

La recuperacion de la funcién perdida de la masticacién, sigui6 siendo un problema tras la
era clasica y llevé de forma indirecta a mejorar en la medicina reconstructiva en una época
previa a la odontologia moderna y la prétesis, como queda reflejado en el tratado Dix livres
de la chirurgie de Ambroise Pare en 1634, donde se describe los métodos de la

reconstruccidn de la denticidn, nariz y otras partes del cuerpo (Pare, 1634).

Durante el Siglo XVIII, el método mas comun de restauracion dental era el trasplante de
dientes homologos. John Hunter investigd este método tanto desde un punto de vista
clinico (donde los dientes homdélogos se mantenian durante afios segin este autor) y como
experimental con animales, sentando las bases de una aproximacién cientifica en la

medicina de trasplantes (Hunter, 1771).

Johann Friedrich Dieffenbach se podria considerar un pionero de la ingenieria de tejidos
moderna, por el uso de injertos de piel y uno de los padres de la cirugia reconstructiva y

plastica (Dieffenbach, 1822).

Durante la I y II Guerra Mundial, hubo avances en la regeneracién de tejidos y en los
campos de la cirugia de reconstruccion y plastica. Rudolf Virchow describié los
mecanismos biologicos de un injerto trasplantado, determind que la regeneracidn tisular
depende de la proliferacién celular y ademas marcé las pautas para el cultivo celular in

vitro (Virchow, 1858).

Una vez logrado con éxito el cultivo celular in vitro, se desarrollé6 como consecuencia el
campo de la microcirugia, que facilité el camino a la ingenieria de tejidos moderna y a la

medicina regenerativa. Alexis Carrel con sus trabajos de microcirugia, es considerado el

16



padre de los trasplantes modernos de drganos, gracias a sus métodos de anastomosis

vascular (Carrel, 1911).

La creacion del concepto “Ingenieria de Tejidos” (TE) tiene origen en la mitad de la década
de 1980, cuando el Dr. Joseph Vacanti del Hospital de Nifios de Boston junto con el Dr.
Robert Langer del Instituto Tecnolégico de Massachusetts (MIT), empezaron a trabajar
sobre la idea de disenar biomateriales apropiados que actien como andamiaje para la
inclusion celular. Para ello, disefiaron polimeros biodegradables y biocompatibles que
sirviesen a este propésito hasta que refinaron la técnica y publicaron su trabajo en 1993
en la revista cientifica Science, articulo mas citado sobre la descripcién de la TE (Langer y

Vacanti, 1993; Vacanti 2006).

El objetivo de la TE es obtener sustitutos biol6gicos que restauren, mantengan o mejoren
la funcion bioldgica dafiada de un tejido u érgano. Requiere, para el desarrollo de estos
sustitutos terapéuticos, el trabajo de diversas especialidades cientificas, tanto basicas
como aplicadas, ya que estos materiales a disefiar han de incluir al menos tres tipos de
elementos: las células, los factores de crecimiento y los biomateriales (Caplan, 2000; Atala,

2004).

Las células tienen como mision la de proliferar y/o diferenciarse hacia el fenotipo
especifico que buscamos restaurar. Los medios para lograr ese objetivo incluyen, desde la
modificacién genética de las células (terapia génica), hasta el desarrollo y caracterizaciéon
de mecanismos de diferenciacién de células progenitoras (SC) hacia tipos celulares con

cultivos primarios del propio paciente.

Por otra parte, estas células que forman parte de un material de TE cuando, al
implantarlas en una localizaciéon anatémica deseada, deben desarrollarse de forma
controlada en un entorno biolégico complejo. Pueden ocurrir situaciones donde no hubo
reparacion debido a un error en la regulacion de los mecanismos biolégicos que iniciarian
la reparacién per se del tejido, o bien porque la lesién excede la capacidad de reparacién

del organismo (Maxson et al, 2012).

Para encontrar estrategias apropiadas para abordar estos problemas, el estudio de la
biologia del desarrollo proporciona herramientas tutiles para mejorar la regeneracion del
tejido. De este modo, observando los mecanismos del desarrollo de los diferentes 6rganos
en el tejido embrionario, es posible identificar los genes y rutas moleculares implicadas en

estos procesos. De este modo, la ingenieria genética nos permite emplear aquellos factores
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de crecimiento o bioldgicos, clave para modular la respuesta del tejido, mediante la
expresion, purificacién y produccién de las proteinas recombinantes que estos genes

codifican.

Estos factores de crecimiento, el segundo componente de la TE, tienen un papel regulador
clave en los mecanismos de la regeneracién y su uso en TE requiere que puedan ser
liberados en cantidades suficientes para conseguir una respuesta dentro del organismo

(Salgado et al, 2004).

Finalmente, el ultimo elemento necesario para el desarrollo de la TE, son los
biomateriales, que dan un soporte o andamio fisico a la regeneraciéon del tejido. Dicho
soporte bi o tridimensional debe permitir dirigir el crecimiento celular. Los productos
bioactivos que regulan el comportamiento celular pueden ser liberados desde el
biomaterial en localizaciones concretas para que ejerzan su acciéon en el lugar de interés.
Ademads, la cinética de liberacién de estos factores ha de estar ajustada a los
requerimientos del tejido diana. Todos estos aspectos se persiguen para el disefio de un

biomaterial adecuado.

La ingenieria de tejidos dsea consiste en la creacién de tejido 6seo nuevo in vitro o in vivo
empleando células, elementos bioactivos y biomateriales, solos 0o en combinacién, segin
los principios de la TE (Crane et al., 1995; Jiang et al, 2012). Dentro de este campo, son de
gran interés las aplicaciones en odontologia, ya que el hueso creado mediante ingenieria
tisular con propiedades nativas es ideal para la oseointegracién de los implantes dentales.
Ademas, la regeneracion tisular por defectos mandibulares causadas por infecciones
dentales, traumatismos, malformaciones congénitas, lesiones quirtrgicas por reseccion de
tumores o deficiencias 6seas, resultan un problema a solventar en la practica clinica de la
odontologia y medicina maxilofacial (Xia et al, 2013). La pérdida de dientes y la
consecuente remodelacion dsea, interfiere con la capacidad de masticacidén, del habla y
disminuye la confianza en las interacciones sociales. En ultima instancia, disminuye la
calidad nutricional, fisica, social y psicosocial en la vida del individuo (Hollister et al.,

1993; Reisine et al., 1995; Weintraub et al., 1985).
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2. Componentes de la Ingenieria de Tejidos
2.1. Células

Las células constituyen una de las piedras angulares de la medicina regenerativa. Los
intentos en sus inicios de su utilizacién han puesto de manifiesto toda una serie de
problemas técnicos que se han tenido que ir solventando y que han dado lugar a campos

de investigacion independientes, indispensables para la TE (Forriol y Esparza, 2008).

Un primer problema es la procedencia de las células que han de proliferar y/o
diferenciarse sobre el biomaterial reconstructor para la regeneracion tisular. Ante esta

dificultad existen dos opciones:

La primera es el uso de células del propio tejido huésped. Sin embargo, tiene sus
limitaciones debido a que hay muy pocas células de tejidos que tienen capacidad de auto-
regeneracion. Destacamos, por ser el tejido objetivo a reparar en este trabajo, el tejido

0seo (Arvidson et al, 2011).

La segunda son las células procedentes de cultivos in vitro, maduras especializadas (como

osteoblastos u osteoclastos), o de células madre indiferenciadas.

Sabemos que existen diferentes grados de células madre segin su grado de inmadurez,
mayor en las células madre embrionarias (ESC) o menor en las células madre adultas
(ASC) (Maxson et al, 2012). Las ESC tienen capacidad de diferenciarse a cualquier tipo
celular y las ASC pueden diferenciarse a un numero limitado de tipos de células. Esto ha
sido tema de investigacion para conocer qué elementos regulan el proceso de
especializacion de las células hacia un tejido y funciéon concretos y también los
mecanismos de los procesos de indiferenciacién, la capacidad de retornar al estado
indiferenciado para reconvertirla en el tipo celular deseado (Tuan et al, 2003; Bielby et al,

2007; Kallai et al,, 2010).

Dentro de la TE 6sea, son las células madre mesenquimales (MSC), las que son los
precursores entre otras lineas celulares, de los osteoblastos que a su vez maduraran en
osteocitos. Las MSCs son células no hematopoyéticas con capacidad de diferenciarse en
varias lineas celulares como los osteoblastos, mioblastos, fibroblastos, adipocitos,
condrocitos y células estromaticas y estos a su vez, formaran los tejidos correspondientes:
huesos, musculos, tendones y ligamentos, tejido conectivo, cartilagos y la médula (Figura

1)(Chamberlain et al., 2007).
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Figura 1. Proceso mesengénico. Diagrama de las diferentes lineas celulares a partir de las MSC.

(Adaptado de la referencia: Firth, Yuan. 2012).

Es gracias a agentes bioactivos, como las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs), los
factores de crecimiento transformantes-beta, la 1,25-dihidroxi vitamina D3, el estréogeno y

las paratohormonas, que las MSC puedan diferenciarse hacia el fenotipo osteoblastico.

El proceso de diferenciacion de los osteoblastos se podria dividir al menos en dos fases.
Uno, en el que a partir de las células mesenquimales indiferenciadas se forman los
progenitores de osteoblastos, y otro es la maduracién de los osteoblastos propiamente

dichos, que daran lugar a los osteocitos (Harada y Rodan, 2003).

Por ello, al aumentar el conocimiento sobres las lineas celulares que componen un
organismo, ha permitido mejorar la comprension de los elementos bioactivos (péptidos,
proteinas, etc.) cuya presencia, a los tiempos y concentraciones adecuados, controlan y
dirigen el destino final de la célula activando los mecanismos de regulacion génica, que
producen la diferenciacion celular (Duplomb et al, 2007). Estos factores son clave en la
sefalizacion que lleve a la expresiéon de unos u otros genes y por lo tanto son

fundamentales en los procesos de regeneracion tisular.
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2.2. Biomateriales

Un biomaterial es un elemento que no produce respuesta inmune, ni tiene efecto
farmacolégico, puede ser de origen natural o sintético, disefiado para ser implantado o
incorporado dentro del organismo para tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido,

organo o funcidn del cuerpo (Bose et al, 2012).

Los biomateriales de primera generaciéon o “inertes” se empleaban para reemplazar el
tejido perdido tratando de evitar efectos nocivos en el hospedador como por ejemplo los

implantes de titanio (Morais et al, 2010).

La segunda generacion se concibid con la estrategia de disefiar materiales que presenta
per se cierta actividad biolégica. Con mejores resultados, éstos materiales bioactivos
interaccionan en el organismo permitiendo su reemplazo por tejido del propio
hospedador como por ejemplo las ceramicas de fosfato tricalcico ($-TCP) o los biovidrios y
evitando asi una segunda intervencién de retirada del biomaterial (Nair y Laurencin,

2007).

Actualmente, estamos ante los biomateriales de tercera generacién, que tienen capacidad
de estimular de forma especifica la respuesta celular a nivel molecular mediante
elementos bioactivos. Son totalmente biocompatibles, permitiendo la proliferacién celular
en ellos y el desarrollo del nuevo tejido, es mas, pueden activar genes que estimulan la
regeneracidon. Como ejemplo, podriamos citar ceramicas de $-TCP activadas con rhBMP-2

para a la regeneracion 6sea (Abarrategi et al., 2008a).

Se han desarrollado diversos materiales en la busqueda del elemento ideal, empleando
metales, ceramicas y polimeros. Estos se han obtenido de forma natural o sintética y se
han buscado que posean propiedades biodegradables o no (Malafaya et al, 2007;
Schliephake, 2010). Los polimeros biodegradables se estan imponiendo, en determinadas
circunstancias, a expensas de los biomateriales tradicionales permanentes. Puesto que, al
degradarse los primeros en el medio bioldgico y eliminarse sus productos de degradacién
mediante la actividad celular, se evita la necesidad de una segunda cirugia para retirarlos

al completarse la regeneraciéon (Nair y Laurencin, 2007).
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2.2.1. Quitina

La quitina es un polimero natural muy abundante en la naturaleza. Forma parte del
exoesqueleto de los artréopodos (insectos, crustaceos y aracnidos) y también del tejido

estructural de algunas especies de moluscos, hongos y microalgas.

La quitina fue aislada, identificada y nombrada gracias a investigaciones realizadas por
Bracconnot, Odier, Children y otros a principios del siglo XIX (Braconnot, 1811; Odier,
1823; Children, 1824). El nombre quitina proviene de la palabra en griego (xttwv, kithon)
que se traduce como tunica, cubierta o envoltura, y se nombro¢ asi al ser identificada como
el componente principal de los caparazones de los insectos. En la actualidad, casi dos
siglos después del hallazgo de Braconnot, se acepta que la quitina proveniente de animales
y hongos es predominantemente poli [B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa];
aunque puede haber diferencias en la fraccién molar y distribucion de algunos residuos de
D-glucosamina presentes seglin el origen. Ademads, la quitina proveniente de fuentes
animales puede contener pequenas cantidades ligadas de residuos de aminoacidos de las

proteinas.

Quimicamente, la molécula de quitina es similar a la celulosa. Ambas cumplen funciones
estructurales, para las plantas la celulosa y para los animales, la quitina. La diferencia de la
quitina en su composicién (Figura 2 y Figura 3) esta en el grupo hidroxilo del C2 que es

reemplazado por un grupo acetamida.

Figura 2. Formula quimica de la quitina.
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Figura 3. Férmula quimica de la celulosa

Los nombres “quitina” y “quitosano” son ampliamente usados en la literatura, pero
ninguno de ambos representa una estructura quimica unica. Es generalmente reconocido
que la quitina no existe en la naturaleza como una sustancia discreta, sino que se presenta
en una matriz acompafiada de otras sustancias. En los exoesqueletos de insectos y
crustaceos esta complejada con proteinas; en la cuticula de insectos puede estar
fuertemente unida con polihidroxifenoles (esclerotizada), mientras que en los hongos se
encuentra complejada con otros polisacaridos, inclusive con celulosa (Ruiz-Herrera,
1978). Hasta el momento “quitina pura” se ha identificado solamente en las espinas de las
diatomeas Thalassiosira fluviatilis y Cyclotella cryptica (Falk et al, 1966). La quitina como
una entidad solo se obtiene en el laboratorio, luego de rigurosos procesos de purificacion

para eliminar los otros componentes.

Teniendo en cuenta lo anterior, la quitina no puede concebirse estrictamente como una
entidad quimica “natural”, sino que debe considerarse como un producto de la separacion

de varios constituyentes con los que se presenta unida (Richards, 1951).

En la actualidad, la palabra quitina se emplea para designar a la aislada de su matriz y no
se refiere a un material Unico de composiciéon quimica precisa. Predomina la proporciéon
de residuos de 2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa (N-acetil-D-glucosamina) sobre la
2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (D-glucosamina), siendo por ende insoluble en medio
acido. Esta denominacién tampoco establece si los residuos estaban presentes en la
quitina nativa, o si fueron originados por la hidrolisis de grupos acetamida durante los

procesos de obtencion y purificacion.

De manera similar, el quitosano, ya sea el que existe en forma natural o el obtenido por
desacetilacion alcalina de la quitina, contiene una mayor proporciéon de residuos de D-
glucosamina con respecto a los N-acetil-D-glucosamina, por lo que es soluble en soluciones

diluidas de acido.

23



El sistema de nomenclatura mas reconocido es utilizar el término quitina o quitosano
seguido de la fraccién desacetilada, por ejemplo un quitosano comercial tipico tiene un

85% de grado de desacetilacion

Las propiedades fisicoquimicas, biodegradabilidad y rol biolégico de ambos polimeros

dependen generalmente de la proporcion relativa de los monémeros mencionados.

Obtencion

A pesar de la gran abundancia de quitina en la naturaleza, la misma es realmente accesible
a partir del material de desecho de la industria pesquera. El empleo de caparazones de
almejas y ostras estd limitado por la gran cantidad de material inorganico que debe ser

removido (mayor de un 90 % peso seco).

Se considera que la quitina de origen fiingico tiene numerosas ventajas sobre las obtenidas
a partir de crustidceos. Comprende un material de desecho que es constante en su
composicién, estd disponible durante todo el afio y no requiere de una etapa de
desmineralizacion. Se encuentra presente en una enorme cantidad de hongos, sin embargo
estd generalmente asociada con otros polisacaridos, que deben ser normalmente

eliminados.

En cuanto a la quitina proveniente de algas, dos diatomeas marinas, Cyclotella cryptica y
Thalassiosira fluviatilis, constituyen fuentes de quitina pura que no se presenta asociada

con proteinas, pero son de crecimiento lento y producen cultivos de baja densidad.

Generalmente toda la quitina producida comercialmente deriva de exoesqueletos de los
crustaceos obtenidos como desecho del procesamiento industrial de alimentos del mar.
Las cantidades disponibles a partir de este origen representa una extensa fuente de

quitina y son suficientes para satisfacer la presente demanda de la misma y de quitosano.

La quitina de diferentes crusticeos se encuentra asociada con proteinas, material
inorgdnico, principalmente carbonato de calcio y pigmentos. Existen en la literatura
diversos procedimientos para eliminar estos constituyentes, pero no se ha desarrollado un

proceso estandarizado y muchos de ellos se han publicado como patentes.

La desmineralizacidn se realiza frecuentemente por tratamiento con acido clorhidrico y la

desproteinizacion con hidroxido de sodio. Pueden utilizarse otros métodos y el orden en
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que se realizan estas dos etapas puede variar, aunque en la mayoria de los casos se lleva a

cabo la desproteinizacidn y luego la desmineralizacidn.

La eleccion de las condiciones del proceso puede estar gobernada, hasta cierto punto, por
el proposito para el cual se requiere la quitina. Por ejemplo, una desacetilacién parcial
durante la desproteinizacion no es una desventaja si la quitina se convierte
posteriormente en quitosano, por otro lado puede tolerarse una hidroélisis de la cadena del
polimero durante el proceso de desmineralizacién si la quitina se empleara

posteriormente en forma de particulas o como quitina microcristalina.

Para la desproteinizacién se propone en la bibliografia el uso de un amplio rango de
agentes que incluyen diferentes hidréxidos, carbonatos y sulfitos. La mayoria de los
procedimientos utilizan hidroxido de sodio de concentraciéon aproximadamente 1M,

variando ampliamente la temperatura y duracién del tratamiento.

La etapa de desmineralizacion se puede realizar con una variedad de acidos, como por
ejemplo: acido clorhidrico, acido nitrico, acido acético y acido féormico. La mayoria de los

investigadores emplean el primero variando las condiciones.

A pesar de lo propuesto sobre la posibilidad de realizar una desmineralizacién con acido a
temperaturas entre 0 y 100°C, en todos los casos no se emplean temperaturas mayores a

la ambiente con el objeto de minimizar la hidrélisis de la cadena del polimero.

Los pigmentos se pueden separar por contacto con etanol o acetona luego de la
desmineralizaciéon. El tratamiento con solucion de acido acético 50% produce
simultdneamente desmineralizacién y extraccién de los carotenoides. En la literatura
también se puede encontrar otras alternativas para la decoloraciéon mediante el empleo de
permanganato de potasio, hipoclorito de sodio, diéxido de azufre, sulfito acido de sodio y

agua oxigenada.

Estructura fisica

La quitina presenta una estructura cristalina que se pone en evidencia en estudios de
difraccion de rayos X. Se encontraron tres formas poliférmicas: «, § y v, las cuales difieren
en la orientaciéon de las cadenas dentro de la regiones cristalinas. En la a quitina las
cadenas estan orientadas en estructuras antiparalelas; en la § quitina en forma paralela y

en la y quitina cada dos cadenas que estan hacia arriba la consecutiva se orienta hacia
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abajo (Figura 4). La mas abundante es la a quitina, la misma parece ser la mas estable,

ademas la B y y quitina pueden convertirse en la forma o por tratamientos adecuados.

Al A| A AAAAAA AA| AA

YIivly v \{
a-~chitin [-chitin y-chitin

Figura 4. Estructuras cristalinas de la quitina.

Solubilidad

La quitina es un polimero relativamente dificil de trabajar y a pesar de su estructura
semejante a la celulosa, es insoluble en los solventes tipicos de la misma. Tanto la a como
la B quitina pueden disolverse por tratamiento en caliente con soluciones concentradas de
sales neutras de un alto grado de hidratacién (LiCNS > Ca(CNS); > Cal2 > CaBr; > CaCl,). El

agregado de etanol produce la formacidn de una masa translicida gelatinosa.

La quitina es soluble en acido clorhidrico, 4cido sulfurico y acido fosférico concentrados,

pero la disolucién estd acompanada de hidrolisis.

El uso de mezclas de dimetilacetamida-cloruro de litio y N-metil-2-pirrolidona-cloruro de
litio fue propuesto por Austin (Austin et al, 1989), con una concentracién de cloruro de
litio de 50 g/L en todos los casos y concluyeron que estos solventes son los mejores, no

produciendo degradacion.

El sistema dimetilacetamida-cloruro de litio ha sido usado por gran numero de
investigadores para la preparacion de fibras (Brine et al, 1975; Nakajima et al, 1984) y
filmes (Uragami et al, 1981; Aiba et al, 1985), en las determinaciones de peso molecular

(Terbojevich et al, 1988) y sintesis de derivados de la quitina en condiciones homogéneas.

La estrategia que se usa para poder disolverlo mas facilmente es modificar sus
caracteristicas quimicas. Esto puede hacerse ya sea modificando su peso molecular,
reduciendo el tamafio de la molécula hasta que se favorezca la disolucién o mediante la
forma mas comun que es eliminando la mayoria de los grupos acetilos (desacetilacion)

para obtener quitosano, que se disuelve en soluciones acuosas acidas.
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Propiedades fisico-quimicas y bioldgicas

Las caracteristicas quimicas y fisicas distintivas de la quitina, como la presencia de los
grupos amida, el tamafo y relativa rigidez de las moléculas son la base de sus propiedades
funcionales. Entre las principales propiedades de la quitina tenemos que no es soluble en
agua ni en la gran mayoria de los solventes comunes (de nuevo, parecido a la celulosa), es
biodegradable, biocompatible, absorbente y puede reaccionar en ciertas condiciones para
formar compuestos derivados. Mencién especial merece la capacidad de la quitina de
formar distintos tipos de materiales por si misma o en combinacién con otros compuestos,
tal como funciona en la naturaleza. Sin embargo, disponemos de muy pocas estructuras de
quitina formadas naturalmente que podamos usar directamente como lo hacemos con la
madera o las fibras de algoddn por ejemplo y la dificultad que presenta disolver la quitina

limita su uso en muchas aplicaciones.

Las fibras de quitina son utiles como suturas absorbibles y materiales para el cuidado de
las heridas. Estas suturas de quitina tienen la ventaja de resistir el ataque de bilis, orina y
el liquido pancreatico. Los vendajes de quitina y fibras de quitosano aceleran la

cicatrizacion de las heridas (Khor, 2002; Muzzarelli et al, 2007).

En el campo de la TE, la quitina se ha utilizado en forma de films, polvo o gel asi como
excipiente y transportador de medicamentos en aplicaciones que implican la

mucoadhesividad (Gortari et al, 2013).

Ademas de sus aplicaciones en el campo médico, las fibras de quitina y quitosano tienen
aplicaciones en el tratamiento de aguas residuales, en especial para la eliminacién de iones

de metales pesados gracias a las propiedades quelantes de estos polimeros.

En el campo de la odontologia, se ha creado un composite con capacidad de auto-
endurecerse, compuesto por hidroxiapatita-quitina-quitosano, para la regeneraciéon de

defectos 6seos por la enfermedad periodontal (Swetha et al, 2010).

La quitina puede actuar como soporte sélido para la inmovilizacion de enzimas y como un
vehiculo no absorbible para ingredientes alimenticios altamente concentrados (Dutta et

al, 2004).

Es de importancia muy significativa la liberaciéon de compuestos inmovilizados en una
matriz, de manera predecible, en un entorno especifico y durante un periodo de tiempo
determinado segun los objetivos deseados. Es decir, crear un ambiente con una respuesta

o6ptima, minimo efecto secundario y eficacia prolongada. En el caso de la quitina, su
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capacidad de adsorber compuestos, proporciona una matriz con caracteristicas para
liberar dichos compuestos a través de hinchamiento, degradacion biolédgica, intercambio

con el medio biolégico.

Ademas de estas propiedades como son su insolubilidad, obtencién en estructura de
particulas, capacidad de retener compuestos, este biopolimero es biocompatible, no es

toxico, no tiene efecto alergénico y es biodegradable en el organismo (Kumar, 2000).

La degradacién in vivo de la quitina se debe principalmente a la accién no especifica de la
enzima lisozima aunque también se encuentra sometida en menor proporcién a la
actividad de otras enzimas inespecificas como lipasas y proteasas. Los subproductos de
degradacidén, sacaridos y glucosaminas, son gradualmente absorbidos por el cuerpo
humano, siendo productos biocompatibles, no téxicos, no inmunogénicos y no

carcinogénicos (Muzzarelli, 1997).

La lisozima es una endo-carbohidrasa, también denominada muramidasa, que cataliza la
hidrélisis de los enlaces B-(1—4) glicosidicos de peptidoglicanos de la pared celular de
ciertas bacterias, de la quitina y de quitosanos parcialmente desacetilados (Nordtveit et
al, 1994). En el cuerpo humano se encuentra en todos los fluidos corporales, como saliva,
lagrima, orina, jugos gastricos e incluso en el interior de células fagociticas, activadas por
dafio tisular, como son macro6fagos y neutréfilos. La concentracion correspondiente de la
enzima en el suero humano depende de la edad y alcanza valores desde 0,950 pg/mL

hasta 2,5 ug/mL (Hankiewicz y Swierczek, 1974; Brouwer et al,, 1984).

Numerosos estudios indican que la accién de dicha enzima depende notablemente del
grado de desacetilacion estableciéndose una relacion inversa entre ambos parametros.
Seglin este mecanismo la enzima lisozima no seria activa frente al polimero totalmente

desacetilados y ni acetilados (Tomihata y Ikada, 1997).

Los productos procedentes de la degradacion, tanto quitoligdmeros como los residuos de
GIcNAc y GIcN, favorecen la curacién de heridas. No s6lo promueven la activacién de
macrdéfagos, la formacion de depositos de colageno y la vascularizacion del nuevo tejido,
sino que también van a formar parte de la matriz extracelular formando parte de
compuestos como dermatan sulfato, condroitin sulfato y acido hialurénico (Muzzarelli,
1997). La glucosamina por si sola presenta actividad antiinflamatoria, es sintetizada por el
cuerpo humano desde la glucosa e incorporada en forma de glucosaminoglucanos y

glicoproteinas (Muzzarelli, 2009; Muzarrelli et al,, 2012).
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2.3. Agentes bioactivos

Los agentes bioactivos o Factores de Crecimiento (GF) tienen un papel en la regulacién de
las acciones celulares como la migracion por gradientes de concentracion, la proliferacién
celular o la morfogénesis. En los mecanismos de la remodelaciéon 6sea también actiian
determinados GF y la TE ésea persigue la incorporacién de dichas moléculas a los diversos

biomateriales.

Estas biomoléculas son liberadas en el organismo por las células y su recepcioén por otra
célula, provoca las modificaciones internas especificas. Esto se conoce como
“comunicacién celular”. La forma de envio de los GF puede ser mediante tres mecanismos:
autocrina donde las células del mismo fenotipo secretan los factores en ellas mismas; de
forma paracrina, actuando sobre células vecinas de fenotipos diferentes pero del mismo
tejido y por ultimo, de forma endocrina que es la comunicacién de células de diferente

fenotipo pertenecientes a otro tejido (Lieberman et al., 2002).

En el tejido 6seo, la matriz 6sea sintetizada por los osteblastos, es un reservorio de GF

entre las que destacan las BMPs y los factores de crecimiento transformante beta (TGF-f3).

Otros factores implicados en la osteogénesis son los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento insulinico (IGF) (Bose

etal, 2012; King y Krebsbach, 2012).

De entre todos los factores que intervienen en este proceso de regeneracion 0Osea, las
BMPs son, sin duda, las proteinas que mas relevancia han mostrado puesto que inducen la
diferenciacion de las MSC hacia linea de osteblastos de la forma mas efectiva (Sykaras y

Opperman, 2003).

2.3.1. BMPs

Las BMPs son factores proteicos de la superfamilia de factores de crecimiento TGF-f
(Urist, 1965). Tienen un papel clave en diversos tejidos durante la fase embrionaria de
desarrollo como en la adulta. Se consideran factores clave en la regulacién de procesos
como el crecimiento, la diferenciacién y la apoptosis celular, jugando un papel importante

en el desarrollo embrionario y de varios drganos y tejidos.

29



Son las proteinas encargadas de formar el tejido 6seo, neural y cardiaco durante la
embriogénesis e incluso actian en la vida adulta en los procesos de reparacién de

fracturas (Sykaras y Opperman, 2003).

Actualmente se han identificado al menos 20 BMPs, que se encuentran divididas en
diferentes subfamilias atendiendo a las similitudes en la secuencia de aminoacidos,
destacando la BMP-2, BMP-4, BMP- 6, BMP-7 y BMP-9, como las proteinas que han
demostrado presentar mayor actividad osteoinductora y capacidad de formacién de hueso

ectépico (Kempen et al, 2008; Bragdon et al, 2011).

Mediante la recombinacidn genética se ha sintetizado la proteina de origen humano de la
BMP-2 o rhBMP-2 (Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2) y es la que

actualmente se utiliza en el campo de la medicina (Khan et al., 2004).

La estructura de la proteina, descrita por Scheufler y cols, consta de dos laminas f3
antiparalelas separadas, una a hélice y un nudo de cistina donde hay 7 residuos de
cisteinas (Scheufler et al, 1999). Estas cisteinas forman 3 puentes de disulfuro
intracatenarios (presentes en el extremo carboxi terminal) y la uniéon de los dos
monomeros (de 114 aminoacidos) se establecen entre las cisteinas 78 de cada unidad. La
proteina presenta dos cavidades en la estructura cristalina, los centros hidrofébicos

(Figura 5).

30



Figura 5. Estructura secundaria de la BMP-2: las a-hélice tienen formas espirales y las
hebras-f3 como flechas; los puentes disulfuro estan representados en color verde. Las

subunidades se muestran en azul y naranja. (Scheufler, Sebald y Hiilsmeyer 1999)

Las BMPs liberadas por la degradacion de los osteoclastos al tejido 6seo maduro, inducen
a la diferenciacion de MSC a osteoblastos. Las fuentes de MSCs son la médula ésea, el

periostio y las células perivasculares (Cunningham et al,, 1992).

Las MSCs presentan tres tipos de receptores tipo [ que sirven para recibir a los ligandos
de las BMPs, el tipo [IA y IB (para la BMPR-IA o ALK-3 y BMPR-IB o ALK-6,
respectivamente) y el receptor tipo IA de activina ( para ActR-IA o ALK-2) (Koenig et al,
1994).

Otra de las actividades de las BMPs es inducir la expresiéon y secrecion del factor de
crecimiento vascular endotelial alfa (VEGF-a), la importancia de este factor es poder
afiadir el aporte de oxigeno mediante la formacién de nuevas redes vasculares,
indispensable para la regeneracién del tejido 6seo (Deckers et al, 2002; Li et al., 2005;

Fiedler et al, 2002).

La BMP-2 posee la capacidad de estimular la osteogénesis y de inducir la formacién de
hueso ectdpico, es por ello que se haya estudiado y aplicado su uso en la TE (Cao y Cheng,
2005). En 2004, 1a FDA de Estados Unidos aprob6 el empleo de la rhBMP-2 y la rhBMP-7
para el tratamiento de patologias como grandes defectos 6seos o defectos en la columna

vertebral (Lissenberg-Thunnissen et al, 2011; Lo et al., 2012).

Las BMPs tienen accidn local por lo tanto, deben permanecer en el defecto dseo el tiempo
suficiente para inducir la diferenciacién celular y permitir la regeneracién del tejido. Por
ello necesitan de un transportador que las libere de forma controlada en el lugar clave,

evitando sobredosis y posibles efectos secundarios (Epstein et al.,, 2011).

3. Desarrollo embrionario del proceso mandibular

Hemos mencionado el papel que desempena las proteinas morfogenéticas 6seas en los
organismos adultos, pero no hemos de olvidar que estas proteinas juegan un importante
papel en el desarrollo embrionario como factores que regulan la correcta morfogénesis del
organismo. De este modo, es necesario conocer las fases del desarrollo dseo, ya que es el

tejido que nos interesa regenerar para que posea las mismas propiedades que el original.
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Comprender las rutas embrionarias que permiten a los organismos desarrollar una
estructura esquelética 6sea nos permite identificar las proteinas diana que hemos de

modular para mejorar la regeneracién 6sea.

Origen celular de las células de la cresta neural craneal

La mandibula o maxilar inferior se forma durante el desarrollo embrionario a partir del
primer arco branquial, tratdndose de una estructura bilateral simétrica que se sitda por

debajo del estomodeo y compuesta por tejido mesenquimal.

El mesénquima del proceso mandibular, procede de las células de las crestas neuronales
craneales (CNCC), se trata de un tipo de célula indiferenciada pluripotencial migratoria. De
las CNCC emerge la mayoria del esqueleto craneofacial, asi como cartilago y tejido

conjuntivo (Guan et al., 2005).

Su origen y destino se debe a las relaciones entre la placa neural y el ectodermo superficial
durante las etapas tempranas del desarrollo donde, gracias a la sefial de las BMPs, se
puede llevar a término. Esto ha sido demostrado mediante experimentacidn, con ratones
transgénicos tipo Knockout (creado con un bloqueo génico especifico y asi poder observar
la funcion de dicho gen) para la BMP-2. La mayoria de los embriones no superan la fase de
gastrulacidn pero el pequefio grupo que consigue pasar a la etapa somitica, mostraron una

ausencia de migracion de las CNCC (Walker & Trainor, 2006).

Quienes determinan el destino de las CNCC hacia las areas correspondientes del encéfalo
(el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo), son los 7 rombémeros (R). Tienen
origen en el romboncéfalo, de los cuales los rombdémeros 2, 4 y 6, dirigen a las CNCC hacia
el 19, 22 y 32 arco faringeo. En el caso de la mandibula, las células CNCC se unen con los
precursores mesodérmicos del tejido muscular y con el ectodermo, al menos hasta que los
musculos con el conjuntivo, se desplacen a otras areas de la cabeza. Cuando han alcanzado
su destino, las CNCC se dividen y se especializan hacia los diferentes tipos celulares que
dan origen a las diferentes estructuras craneo-faciales. Todo este proceso es controlado
por una compleja red de genes que implica de forma importante al grupo de las BMPs

(Spears & Svoboda, 2005).

Gracias a los modelos embrioldgicos de animales (aves y mamiferos) y a las técnicas de la

biologia molecular, se ha podido conocer el papel de los rombémeros, las rutas de las
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CNCC y facilitar el conocimiento del desarrollo embriol6gico, para poder extrapolarlo a los

humanos (Teillet et al., 1999).

El cartilago mandibular (Meckel) se osifica por mecanismo intramembranoso, pero posee
unos cartilagos secundarios de distinto origen embrioldgico, lo que permite, una vez
finalizada la primera osificacién, existan los centros de osificacién endocondral que

regulan el crecimiento y el desarrollo 6seo (Copray et al,, 1986).

En la osificacion intramembranosa, las BMPs también intervienen de forma directa, en
concreto la BMP-2, la BMP-4 y la BMP-7 activando en las CNCC el factor de transcripcion
Cbfa-1, que induce a las células mesenquimaticas a transformarse en osteoblastos (Ornitz

& Marie, 2002; Nie et al., 2006).

El papel de las BMPs analizado en los ratones knockout y mutantes de Cbfa-1, ha
demostrado que soélo desarrollan un esqueleto cartilaginoso, al no producirse la
osificacion intramembranosa. En el caso contrario, la sobreexpresién de BMPs cambia el
patrén esquelético, alterado el tamafio y morfologia de la cara, mientras que la deficiencia
de BMPs en ratones, provoca defectos del esqueleto craneofacial. Ademas, inactivando
algunos mediadores de la BMP en el raton, se origina una mandibula hipotroéfica. Es debido
a que el cartilago anterior esta ausente, provocando la ausencia de la sinfisis mandibular.

El resultado son dos huesos mandibulares separados (Opperman et al., 2005).

En el caso del hueso alveolar, las BMPs han demostrado ser claves en su desarrollo. Si los
ratones carecen del factor de transcripcién Msx-1, el cual produce la inexistencia del hueso
alveolar, pueden ser recuperados por la administracion via ectépica de BMP-4. Asi se
determiné que la BMP-4 interviene en la activacion del gen Msx- 1 y éste en la formacion

del hueso alveolar (Ekanayade & Hall, 1997).

Mencién importante de otros genes que intervienen en la regulacién del destino de las
CNCC son las familias Msx, DIx, Otx, Barx, Gsc, Pax, Hand, Pitx y Prx. Son factores de
transcripcidn que inducen a la expresion de otros genes reguladores, tejiendo una red de
senales que controla el destino celular y la formacién del proceso mandibular (Mina et al,

2001).

La morfogénesis del proceso mandibular es un desarrollo dinamico que puede ser
alterado por efectos externos, concretamente las BMPs afectan en varias fases de la

embriogénesis y la osteogénesis.
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4. Regeneracion de defectos 6seos

El tejido 6seo tiene la capacidad de auto-reparacion, por medio de los mismos mecanismos
empleados durante la embriogénesis. Ante una lesién 6sea, la fisiologia del hueso tiene
recursos suficientes para reconstruir los pequefios defectos, sin embargo, ante grandes
lesiones la restitucién del tejido necesita de la ayuda de los sustitutos 6seos que se han

desarrollado en la medicina regenerativa.

Los sustitutos 6seos son los tejidos o materiales que pueden utilizarse para eliminar los

defectos del tejido 6seo y asi regenerarlo.

Existen dos tipos fundamentales de sustitutos, los injertos 6seos, que corresponden a
fragmentos de hueso natural que pueden tener diversos origenes y los biomateriales,

diseflados y procesados en la busqueda de la imitacién del tejido 6seo maduro.

4.1. Materiales de regeneracion

Injerto Autélogo

El autoinjerto o injerto aut6logo de hueso en bloque, es el mas usado, reconocido como el
estandar de oro y requiere de una zona donante del mismo paciente que se ha de adaptar
segun las caracteristicas de la zona receptora Posee las propiedades que requiere un
biomaterial para regenerar un defecto 0Oseo, osteoconduccién, osteoinduccién y
osteogénesis. No se puede transmitir enfermedades al receptor del injerto, pues es el

mismo paciente ni tampoco va a sufrir respuesta inmune (Blokhuis et al,, 2011).

En el campo maxilofacial y odontolégico, los injertos obtenidos intraoralmente provienen
de la tuberosidad, la rama mandibular, y el mentén. Si la cantidad necesaria es mayor de la
que se pueden recolectar intraoralmente, se tiene que obtener el injerto autélogo de
manera extraoral como por ejemplo el peroné, la calota o la cresta iliaca, como es evidente,
recurrir a zonas extraorales, aumenta la morbilidad (Misch ed2008). Independientemente
del sitio donante, para emplear estos injertos en la regeneracion de defectos 6seos se
necesitan realizar dos intervenciones al mismo paciente en la misma sesién (obtener el
injerto y colocarlo en el defecto) aumentando el impacto de la cirugia y del riesgo de
complicaciones postoperatorias, como por ejemplo, infeccién , sangrado, dolor , edema y

dafio a los nervios y los vasos sanguineos (Nkenke et al, 2004).
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Aloinjertos

En los aloinjertos el tejido se transfiere entre dos individuos de la misma especie, hueso de
cadaver humano congelado desmineralizado (DFDBA). Las ventajas que presentan son
tener propiedades osteoinductoras y osteoconductoras; no existe el problema de la
cantidad disponible y reducen la morbilidad, al evitar una intervencién para obtener tejido
donante. Las desventajas se presentan ante la posibilidad de transmision de infecciones y

una respuesta antigénica. (Miron et al, 2013; Wei et al, 2015).

Xenoinjertos

Los injertos 6seos xenogénicos derivan de animales, preferiblemente de origen bovino,
aunque existen variedades de origen porcino y equino. Son desproteinizados mediante
técnicas de esterilizacién mediante calor para excluir el riesgo de reacciones alérgicas y

transmision de enfermedades (Murugan et al, 2003).

Los materiales de hueso bovino tienen una larga tradicién de uso en Odontologia
regenerativa, estin muy bien documentados y su aplicacion clinica posee una aceptaciéon
de amplio alcance. La eliminacién de todas las proteinas los transforma en ceramicas
derivadas de hidroxiapatita de origen biolégico. Se caracterizan por su estructura natural
del hueso tridimensional, con poros de interconexién, que se asemeja fuertemente a la
estructura 6sea humana. Su integraciéon 6sea guiada en lugar de una rapida resorcién
conduce a la estabilidad de volumen del injerto, con la formaciéon de hueso nuevo en la

superficie del hueso bovino altamente estructurado.

Bio-Oss, (Geistlich, Wolhusen, Suiza) es un xenoinjerto compuesto por el componente
inorganico del hueso bovino, gracias a un proceso de esterilizacién progresivo
(ascendiente de 300 °C), se eliminan todos los componentes organicos. Posteriormente el
tejido Oseo es tratado quimicamente con hidréxido de sodio (NaOH), dando como
resultado granulos de hidroxiapatita (HA) porosa con un tamafio de particula de 0.25-2
mm. Este material ha sido usado en los campos de la odontologia y cirugia maxilofacial,
para el injerto 6seo, la regeneraciéon de las areas de defectos, y para la regeneracion

periodontal (Esposito et al, 2008) .

Debido a la velocidad de absorciéon muy baja y su estructura trabecular, permite el acceso
a las células sanguineas y Oseas, pueden colonizar el espacio generado y permitir la

sintesis de matriz 6sea. Esto significa que el material tiene las caracteristicas de un
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andamio con una excelente biocompatibilidad (Amerio et al,, 2010). Los estudios clinicos
realizados durante la ultima década han informado de la utilidad de Bio-Oss como un
material biocompatible para la regeneracién de la pérdida 6sea intra-oral (Scarano et al,
2006). Sin embargo, de acuerdo con los estudios experimentales, la proliferaciéon de
osteoblastos y su diferenciaciéon son conocidos por ser mas baja para Bio-Oss que para

hueso autoégeno (Turhani et al, 2005).

Cerabone, (Botiss Dental GmbH, Berlin, Alemania), somete al xenoinjerto bovino a un
proceso de sinterizacion a alta temperatura (1250 °C), logrando obtener una HA con un
50% de porosidad y un tamafio de particula de aproximadamente 1 mm (Tadic et al,

2004).

Mucograft, (Geistlich, Wolhusen, Suiza) es una matriz de reabsorcién de origen porcino
compuesto por colageno de tipo [ y de tipo III, que se utiliza para el aumento de tejidos
blandos en ambos procedimientos de regeneracion tisular y ésea guiada. Estd compuesto
por una estructura de bicapa de colageno porcino (Sanz et al, 2009; Ghanaati et al, 2011).
La capa compacta, protege contra la infiltraciéon de bacterias durante las condiciones de
curacion abierta, también contiene propiedades elasticas adecuadas para permitir la
sutura. La segunda capa consiste en una estructura gruesa, porosa y esponjosa de
colageno, que se coloca al lado de los tejidos del huésped para facilitar la organizacién del
coagulo de sangre y promover la neo-angiogénesis y la integracion de los tejidos (Ghanaati

etal, 2011; Ramachandra et al, 2014).

INFUSE Bone Graft, (Medtronic Spinal and Biologics, Memphis, TN) es un injerto 6seo
comercial que contiene rhBMP-2 a una concentracién de 1.5 mg/cc que se libera desde
una esponja de coldgeno absorbible. En marzo de 2007, este injerto fue aprobado por la
FDA como alternativa a los injertos 6seos autégenos para las elevaciones de seno y para

los aumentos de cresta en defectos postextraccion (Wallace et al., 2014).

Esta fue la tercera indicacion aprobada de la FDA para INFUSE Bone Graft, sumandose a
los procedimientos de fusién espinal entre cuerpos vertebrales y para las fracturas
abiertas de tibia con una fijacion de clavos intramedular (Boyne et al, 2005; Fiorellini et

al, 2005).

Bio-Oss Collagen, (Geistlich, Wolhusen, Suiza) se compone de granulos de Bio-Oss con la
adicién de un 10 % de colageno porcino tipo I. El colageno, de acuerdo con el fabricante,
actiia como un cohesivo para los granulos lo que al hidratarlo, facilita su manejo clinico

(Araujo et al, 2010).
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Injertos sintéticos o aloplasticos

Los materiales aloplasticos poseen capacidad de osteoconduccién. Dentro de este grupo
encontramos ceramicas de sulfato de calcio, las ceramicas fosfato calcicas (Hidrogel

hidroxiapatita y fosfato tricalcico), biovidrios de hidroxiapatita (CDC 2002 USA).

Las ceramicas de sulfato de calcio y de fosfato de calcio son alternativas atractivas a los
autoinjertos debido a su biocompatibilidad, disefio de porosidad y diferentes velocidades
de disoluciéon. También poseen propiedades fisicas similares al tejido 6seo, con capacidad
para inducir la liberacién de factores de crecimiento. Otra de sus ventajas es el suministro
potencialmente ilimitado de este biomaterial, a un coste modesto (Aichelmann-Reidy et

al, 2004).

El sulfato de calcio, es osteoconductivo, pero en contacto con el hueso y/o el periostio
parece tener propiedades osteogénicas (Frame et al, 1975). Cuando hay presencia
suficiente de matriz organica y de osteoblastos, estos iones se pueden utilizar de manera
efectiva en la formacién de hueso. El sulfato de calcio también parece facilitar la migracién
de los fibroblastos gingivales y fijacidn de las células, asi poseer un potencial angiogénico y
anti-inflamatorio (Payne et al, 1996; Strocchi et al, 2002). Una posible razén para las
propiedades anti-inflamatorias de este material es su disolucidon rapida y difusion a
distancia, antes de que pueda ocurrir la infecciéon (Pecora et al, 1997). El tiempo de
degradacion comprende de 4-6 semanas, lo que lo hace poco indicado para la
regeneracion de grandes defectos (alveolos postextraccion de molares o elevaciones de
seno). Para resolver estos inconvenientes se han seguido desarrollando nuevas variantes

como diversos polimeros y biovidrios.

4.2. Modelo de calota de conejo

Una gran variedad de especies se utiliza en los estudios de regeneracion 6sea en
experimentaciéon animal. Las ratas y los conejos se utilizan con frecuencia debido a que su
cuidado y mantenimiento es mas facil en comparacion con otras especies grandes. Ademas
el modelo de bdveda craneal, utilizado para evaluar la regeneracién de defectos en zonas
de poca carga con diversos biomateriales, se encuentra ampliamente aceptado y presenta
similar origen embriolégico al hueso mandibular humano, con menor suministro

sanguineo y medula ésea limitada. Existe sin embargo, una falta de homogeneidad en los
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disefnos de estos estudios dando gran variedad de resultados que hacen compleja la

comparacion (Delgado-Ruiz, 2015).

5. Oseointegracion: mecanismos y rutas de diferenciacion tisular

La oseointegracidn no es mas que la curaciéon de una herida 6sea alrededor de un implante
dental y por lo tanto posee algunos mecanismos biologicos comunes de la regeneracién

(Nguyen et al, 2009).

Consta de las cuatro fases de la cicatrizacién o sanacidn de una herida, los mismos que en
el caso del tejido blando, fase exudativa o hemostasis, fase inflamatoria, fase proliferativa y

la fase de remodelacion (Stadelmann et al,, 1998).

La hemostasis se inicia con el trauma quirdrgico provocado con la secuencia de fresado y
la posterior colocacion del implante dental, su duraciéon varia de minutos a horas. Las
proteinas, los factores de crecimiento y de diferenciaciéon que se encontraban
almacenados en la matriz dsea quedan liberados al medio (Bosshardt et al, 2011). El
sangrado por el desgarro de los vasos sanguineos induce a la polimerizacién del
fibrinégeno para la creacién de la primera matriz extracelular en el defecto. La
polimerizacién es activada por la trombina, liberada de las plaquetas, ademéas de la

cascada de la coagulacidn (factor Hageman) (Terheyden et al, 2011).

Durante este intervalo de tiempo, en la superficie del implante, se producen interacciones
con moléculas de agua e iones. Pudiendo producir un cambio en la carga eléctrica de la
superficie de titanio, beneficiando la unién a proteinas del plasma como la albtimina o la
fibrina e incrementando la concentracidén proteica sobre la superficie del implante. Es
gracias a la absorcion de las proteinas que las células puedan ser capaces de anclarse a la

superficie de titanio del implante (Wilson et al, 2005; Lee et al,, 2010)

En la zona de la herida vascular, la agregacion plaquetaria, forma un trombo blanco para
cerrar el desgarro y las plaquetas liberan mensajeros moleculares entre los cuales esta la
trombina, precipitando la cascada de la coagulacion. Con la degranulacién de las plaquetas

se liberan citoquinas y asi comienza la fase inflamatoria (Terheyden et al, 2011).

La fase inflamatoria comienza aproximadamente tras los 10 minutos de la cirugia y se

mantiene durante los primeros dias postquirtargicos. La degranulaciéon de las plaquetas
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provoca la liberacién de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-3), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el

factor de crecimiento basico de los fibroblastos (bFGF).

Otra molécula liberada, la bradiquinina, incrementa la permeabilidad vascular de los vasos
sanguineos para facilitar el paso a los glébulos blancos, proteinas séricas y fluidos. La
vasoconstriccién inicial de esta fase se vuelve en vasodilatacidn y el aspecto clinico es la
caracteristica hinchazoén y calor de la piel que cubre la zona afectada (Terheyden et al,

2011).

En las primeras etapas de esta fase, se activa el sistema inmune innato para acabar con los
patogenos bacterianos de la flora oral invasores a través de la herida quirurgica y tejidos
necréticos dseos provocados con el fresado. Lo componen los leucocitos
polimorfonucleares o granulocitos neutréfilos (PMN) y los macréfagos (Ferencyk et al,

2006).

Los PMNs matan a las bacterias mediante la liberacion de radicales de oxigeno, colagenasa
y elastasa que tiene como inconvenientes que afectan también a la salud de los tejidos
vecinos. El papel de los macroéfagos es eliminar las bacterias y los restos de tejido
desbridado y tienen ademas la funcién de activar el mecanismo para detener la respuesta
inflamatoria de los PMNs. Tras la retirada de los restos patolégicos, los macréfagos
secretan factores de crecimiento angiogénicos y fibrogénicos. La alta concentraciéon de
fibronectina, permite la unién de los fibroblastos y que éstos puedan incorporarse a la

zona herida, dando asi pie a la fase proliferativa (Ferencyk et al, 2006).

En la fase proliferativa se va a formar el tejido de granulacién, compuesto por una nueva
matriz extracelular y una nueva red vascular (angiogénesis). La duracion de esta fase varia
entre dias y semanas. Los fibroblastos estimulados por los macréfagos, se desplazan hacia
el coagulo de sangre (matriz extracelular provisional) y secretan una matriz de

metaloproteinasas (MMPs) que formara la nueva matriz extracelular (Friedl et al, 2000).

La angiogénesis se estimula por la hipoxia, que atrae a los macréfagos para que liberen los
factores de crecimiento vascular (VEGF). Este factor estimulara a los pericitos vasculares
(MSC) para diferenciarse a células endoteliales que formaradn los nuevos vasos
comunicantes que se conectaran a la red existente del organismo y asi restablecer el

aporte de oxigeno, indispensable para la regeneracion 6sea (Hitchon et al, 2002).

Existe evidencia de que estos mismos pericitos también pueden ser diferenciados a

osteoblastos mediante el estimulo de las BMPs (Corselli et al, 2010). Gracias a la capa
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proteica que se ha formado sobre la superficie del implante, los osteoblastos pueden ser

capaces de adherirse al metal (Wierzbicka-Patynowski et al, 2003).

Las BMPs que aparecen por primera vez en la herida ésea, proceden de la matriz dsea
donde se almacenan, de forma inactiva unidas a los glicosaminoglicanos heparin sulfato.
Esto permite el almacenamiento de grandes cantidades para su uso, independientemente
de la sintesis de nuevas proteinas. Al dafar el tejido 6seo y por la degradacién de los
restos de hueso desbridados, los factores de crecimiento son liberados mediante enzimas

de las células somaticas (Taipale et al, 1997).

Los osteoclastos son otra de formas de liberacién de las BMPs, tanto por la degradacién de
la matriz 6sea como la capacidad de sintetizarlas. Las BMPs se encuentran en la herida

0sea alrededor de los 3 dias tras la intervencién (Garimella et al,, 2008).

Ala semana de la colocacion del implante dental, comienza la remodelaciéon 6sea, donde se
pierde la estabilidad primaria/mecanica a causa de los osteoclastos y comienza la
estabilidad secundaria/osteointegrada, gracias a la sintesis del nuevo tejido 6seo sobre la

superficie del titanio (Berglundh et al, 2003).

El primer tejido 6seo que se forma es el hueso reticular, organizado histolégicamente por
fibras de colageno orientadas de forma aleatoria. Este tejido se desarrolla tanto sobre las
espiras del implante como sobre la superficie existente del tejido dseo vecino (Bosshardt

etal,2011).

Dentro de los mecanismos de osificacion (endocondral o intramembranoso), en el caso del
hueso del proceso alveolar, se produce una osificaciéon intramembranosa. Los osteoblastos
secretan una matriz de coldgeno tipo III, mineralizado posteriormente por la

hidroxiapatita (Terheyden et al, 2011).

Con la formacién del hueso reticular, concluye esta fase y comienza la ultima de todo este

proceso, la fase de remodelacién.

La fase de remodelacion dsea, comienza con la apariciéon de los osteoclastos, al
reabsorber el tejido 6seo vecino que retiene de forma mecdanica al implante dental, para
crear el espacio para el para la formacién del nuevo tejido 6seo. La duracién de esta fase es
de afios, el tiempo que tarda en reabsorberse el tejido dseo reticular y el hueso maduro

previo, es reemplazado por el nuevo tejido 6seo.

Este nuevo tejido dseo se conoce como hueso lamelar, debido a la orientacion paralela de

las fibras de colageno y su aspecto macroscdpico alrededor del implante dental es de
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trabéculas 6seas, recordando la forma de los arcos goticos. Las trabéculas distribuyen las
cargas oclusales que deben soportar el implante dental una vez colocado la corona dental

protésica, que es el fin para el que ha sido colocado (Degidi et al, 2003).

Comprender los mecanismos biolégicos de la oseointegraciéon nos permite determinar de
qué forma se integrarian los implantes dentales en un tejido 6seo regenerado donde el fin
que persigue la TE es la restitucion de un tejido con las propiedades exactas al original y
por lo tanto, tener las mismas fases de la regeneracién al colocar el implante dental en este

hueso neoformado.

6. Efecto de la BMP-2 en las células del hueso (osteoblastos)

Los osteoblastos se generan de forma constante junto a los osteoclastos para mantener el
equilibrio del tejido 6seo (fendmeno de remodelacién y regeneracién ante lesiones)
gracias a las células madre mesenquimales (MSC) de la linea osteogénica ubicadas en la
médula 6sea.

Las MSC son células no hematopoyéticas con capacidad de diferenciacién hacia tejidos
mesenquimaticos como el hueso, cartilago, musculo, ligamentos, tendones y tejido
conectivo como el adiposo. Los mecanismos de diferenciacion hacia una clase de célula,
dependen de factores reguladores hacia un fenotipo exclusivo (Figura 1)(Chamberlain et

al, 2007).

6.1. Diferenciacion 6sea

La diferenciacion de las células osteoprogenitoras en osteoblastos estd dirigida
principalmente por miembros de la superfamilia de factores de crecimiento transformante
[ en el que comprenden alrededor de cuarenta miembros como las TGF-f8s, Nodal, Activina

y las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) (Guo et al.,, 2009).

Los osteoblastos producen altos niveles de actividad fosfatasa alcalina y proteinas de la
matriz extracelular 6sea como el colageno tipo al, tipo a2, la osteopontina, la
osteonectina, la sialoproteina, la fibronectina y la osteocalcina, esta Gltima necesaria para
la mineralizacion de la matriz (Milona, et al., 2003). Para iniciar y controlar la produccion,
existen unos factores de transcripcion como por ejemplo Osx, DIx5 o Runx2 (Chen et al,

2012).
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6.2. Expresion de marcadores 6seos

Los marcadores 6seos son marcadores bioquimicos que se expresan por la actividad de los
osteoblastos, que son detectados por un andlisis de sangre del paciente. La actividad de los

osteoclastos puede ser determinada tanto en orina como en sangre (Watts et al, 1999).

Pertenecen a estos marcadores 6seos de los osteoblastos, la fosfatasa alcalina y la
fibromodulina, aparecen en la fase de proliferacion celular, conocidos como marcadores
osteogénicos tempranos, encargados de la proliferacién celular y todos los mecanismos
asociados. Otro marcador, la osteocalcina, se produce en las fases finales de la formacion
0sea, durante la mineralizacion de la matriz y la estructuracién del tejido 6éseo (Dragoo et

al, 2003).

7. Cascada de senalizacion génica tras activacion con BMP

Las células madre mesenquimales sufren su transformacion a través de las BMPs por un
mecanismo conocido como transduccién Smad-dependiente. En la membrana de estas
células se encuentran receptores especificos de tipo I y Il de serina/treonina kinasa. Los
receptores tipo | se activan por fosforilacion a consecuencia de la activacién de los
receptores tipo II (Wagner et al, 2010)

Los receptores tipo I activados inician una sefial intracelular a través de la fosforilacién de
proteinas Smad especificas, esta sefial se va intercambiando entre varias de estas
proteinas hasta finalmente translocarse al nucleo celular para dar una respuesta

transcripcional directa (Yi et al, 2010) (Figura 6).
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Figura 6. la transduccion Smad-dependiente comienza cuando la BMP se une a receptores tipo II
(R-II) y tipo I (R-1) en la superficie de la membrana celular. La trasmision de la sefial se lleva a cabo
mediante proteinas Smad que forman un complejo con Smad4 y se traslocan al nucleo celular, para
interactuar con los factores de transcripcion claves para la diferenciacion osteoblastica (Runx2,
DIx5 y Osx) y activar la expresion génica. La Neogenina regula la asociacion de la BMP /receptor con

Smad1/5/8. Smad6 se une al receptor tipo [ y previene la activacién de Smad1/5/8.

7.1. Factores de transcripcion

Sabemos que las proteinas Smad participan en transducciéon de las sefiales de BMP
intracelularmente, a los genes del ntcleo celular. Runx-2 (Runt-related transcription factor
2) es el factor clave de transcripcién para la formacién désea tanto endocondral como

intramembranosa (Lee et al,, 2000).

En el caso concreto de la BMP-2, la expresion de Runx2 es esencial para la diferenciacién
osteoblastica (Javed et al, 2009). El complejo activado de BMP-Smad, interacciona con
Runx2 para inducir la expresiéon de genes especificos osteoblasticos en la linea celular
miogénica C2C12 (Lee et al, 2000). Smad1 interacciona con Runx2 en la promocidn de los

genes especificos y controla la expresion génica y diferenciacién (Jonason et al, 2009).
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No obstante, las BMP-Smads pueden funcionar independientemente de Runx-2, mediante
Osterix (0sx). Osx es otro factor de transcripcién que permite la diferenciacién de los pre-
osteoblastos a osteablastos maduros y la formacién de hueso (Zhang et al, 2010). La
induccién de Osx por la BMP-2 es completamente anulado por el bloqueo del factor de
transcripcidon DIx5 (Distal-less homeobox 5 gene), demostrando que la expresion de Osx
inducida por BMP-2 es mediada por DIx5, en vez de Runx2. Esto hace pensar que DIx5
interacciona directamente con Osx (Lee et al, 2003).

Por otro lado, DIx5 puede conducir a la expresion de Runx2 y a la diferenciaciéon

osteogénica en el desarrollo del mesénquima de la sutura craneal (Holleville et al, 2007).

Asi, tras la accion de la BMP-2 a las células precursoras de osteoblastos, se produce un
entramado intimo entre estos tres factores de transcripcién para provocar la

diferenciacion a osteoblastos (Figura 6).

8. Proceso de sintesis de matriz 0sea

8.1. Marcadores tempranos de diferenciacion 6sea

Los principales marcadores que sirven para detectar la diferenciacion 6sea temprana son

la fosfatasa alcalina y la fibromodulina.

La fosfatasa alcalina (FA) es una proteina enzimatica tetramérica que esta relacionada
con el inicio de la calcificacion. Esta actividad enzimatica es uno de los marcadores mas
utilizados para evaluar la diferenciacion osteoblastica puesto que se empieza a expresar
en las primeras fases del proceso. Bajo el tratamiento de células mioblasticas C2C12 con
BMP-2 los niveles de expresion de fosfatasa alcalina aumentan hasta un momento en el
que empiezan a disminuir.

Este hecho esta relacionado con el comienzo de la expresion de marcadores tardios como
es el caso de osteocalcina (OC) que esta intimamente relacionado (Luu et al, 2007). En el
caso de las MSC, la FA esta presente pero de forma discreta, sin embargo al estimularlas

con agentes oteogénicos, aumenta su expresion (Shafiee et al, 2011).

La fibromodulina (Fmod) es una glicoproteina de la matriz extracelular expresado en

tejidos conectivos como ligamentos, cartilago y tendones (Kalamajski, Odlberg, 2007).
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Al igual que con la FA, las células C2C12 tratadas con BMP-2 tinicamente expresan Emod
pasadas 8 horas post-tratamiento (Li et al, 2008). Esto mismo ocurre con las MSC, ya que
no expresan Fmod en su forma pasiva pero ocurre lo contrario al estimularlas con factores

de crecimiento dentro de las primeras 24 horas (Barry et al, 2001).

8.2. Otros marcadores de diferenciacion osteoblastica

Otros marcadores presentes durante la maduracién de la matriz extracelular son la

osteocalcina o la osteopontina

La osteocalcina (OC) es una una hormona peptidica lineal, sintetizada por los
osteoblastos durante la formacién ésea y por tanto, formando parte de la matriz
extracelular dsea. Debido a sus caracteristicas posee un nombre alternativo, bone gla
protein (proteina glandular 6sea) (Price, 1989). Es posible medir la osteocalcina
sintetizada por los osteoblastos pues una parte esta presente en la circulacién sanguinea

(Hauschka, et al, 1989).

En experimentos con ratones sin capacidad de formar osteocalcina han presentado una
matriz extracelular 6sea (ECM) normal, sin mostrar alteraciones en la mineralizacion. Sin
embargo, la sobreexpresion de OC tampoco afecta a la mineralizacion de ECM (Murshed et

al, 2004)

La aplicacion clinica de esta hormona, es que los niveles de osteocalcina correlacionan
positivamente con el cociente de formacion 6sea, medida por histomorfometria, tanto de
forma fisiolégica como en aquellas patologias donde hay un incremento de la formacién
del hueso o, lo que es lo mismo, un aumento en la actividad osteoblastica (Power et al,
1991).

La osteopontina (OPN) es una proteina multifuncional con efecto estimulante sobre
sintesis de matriz extracelular. Esta proteina es expresada en hueso, sin embargo también
se expresa en otros tejidos como epiteliales, musculares, endotelio, entre otros

(Uaesoontrachoon et al, 2008).
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Es capaz de unirse al calcio y tiene una elevada afinidad hacia la hidroxiapatita jugando un
papel importante en la mineralizacién del hueso y en la resorciéon de la matriz 6sea
(Reinholt et al, 1990; Chen et al, 1993). Por esto mismo, participa en la funcién de los
osteoclastos ya que promueve la unién de éstos a la superficie del hueso por medio de la
interaccion de la hidroxiapatita a la superficiede la célula. Ademas, en este proceso pueden
interactuar proteinas como la osteocalcina, colageno tipo I y la fibronectina (Denhardt,

Guo, 1993).

La expresion de osteopontina en osteoblastos se produce durante el periodo de
proliferacién activa (apareciendo hasta el 25% de su maxima expresion), posteriormente
decrece durante la post-proliferacién y por ultimo, alcanza sus maximos niveles de
expresion durante la mineralizacidon (a los dias 16-20) (Hu et al, 2009).

Los niveles de expresion de osteopontina en células C2C12 y MSC, aumentan
considerablemente cuando estas células son tratadas con factores de diferenciaciéon dsea

como es el caso de las BMPs (Figura 7) (Bessa et al,, 2008b; Uaesoontrachoon et al., 2008).

BMPs

y

Proliferacién

Diferenciacion

@ —->._.>~-.>_ - ,//?_:_

————

MSC Osteogénesis Osteoblasto Osteoblasto Osteocito
pluripotente transitorio

Fosfatasa alcalina

Marcadores

osteogénicos Osteocalcina

Osteopontina

Figura 7. Diferenciacidn osteogénica de las MSC induciido por BMPs. Cuando las BMPs se unen a
los receptores especificos de las MSC, activan la proliferacién y diferenciacion de estas células y a
su vez, la expresion de marcadores osteogénicos. (Adaptado de Luo et al, 2004 y Peng et al,

2004).
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9. Caracteristicas de la rhBMP-2

La informacién estructural y funcional de todos los seres vivos esta codificada en su DNA.
Para que esta informacién se exprese tiene que traducirse en proteinas, responsables de
las caracteristicas fenotipicas de los organismos vivos.

Con la Ingenieria de DNA recombinante se puede conseguir fragmentos de DNA
portadores del gen o genes. que nos interesen, para ser insertados en vectores biologicos
(plasmidos, bacteriofagos) para conseguir producir las proteinas pertenecientes a la

descodificacién de dicho gen o genes.

De todos los vectores que se han empleado, las bacterias y concretamente Escherichia coli,
permiten obtener grandes cantidades de proteina recombinante de manera rapida y bajo
coste, ya que el crecimiento de bacterias es un proceso rapido y requiere de medios mas
econdmicos para su cultivo. Durante mucho tiempo fue preferible realizar la expresién de
proteinas recombinantes complejas en hospedadores eucarioéticos, y no en hospedadores
bacterianos, ya que estos ultimos no eran adecuados para la produccién de proteinas con
puentes disulfuro o aquellas que necesiten modificaciones postraduccionales. Sin
embargo, desde el punto de vista econdmico Escherichia coli es el organismo de eleccion, y
por tanto, sigue siendo interesante el desarrollo de estos procesos para mejorar la
produccién de aquellas proteinas que no requieran un procesamiento postraduccional y la
de aquellas proteinas recombinantes que puedan recuperar su actividad por un proceso

de plegamiento in vitro (Choi et al, 2006).

9.1. Produccion de rhBMP-2

Existen diferentes dificultades a la hora de planificar la obtencién de BMP-2 humana en
altas dosis y apta para el tratamiento clinico. La rhBMP-2 ha sido descrita como una
proteina con bajo rendimiento de produccion hasta la fecha, lo que incrementa los costes
de su aplicacion (Yano et al, 2009, Bessho et al, 2000). Por otro lado, se ha visto que el
hueso adulto y otros tejidos contienen bajas cantidades de BMPs nativas. Se estima que la
cantidad de BMP-2 presente en el hueso es de dos microgramos por kilogramos de hueso
cortical. Ademads, aunque se obtenga la BMP-2 directamente del hueso, se obtiene una
proteina de muy bajo rendimiento. Se ha visto que el proceso para conseguir la proteina

purificada encierra una gran complejidad, y se limita su aplicacién clinica por el alto riesgo
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asociado a los donantes alogénicos (Wang et al, 1988; Bessho et al, 1999; Urist et al,

1987; Hu et al,, 2009).

La BMP-2 humana, como otras proteinas de este grupo, ha sido clonada y actualmente se
puede obtener de manera recombinante (rhBMP-2) utilizando diferentes sistemas de
expresion en varios hospedadores como bacterias, células de mamifero, células insecto
infectadas por baculovirus, etc. Sin embargo, la dificultad de produccién de BMP-2 radica

en la complejidad de la proteina.

De todos los métodos, describiremos el empleo de Escherichia coli que, a pesar de sus
ventajas, ya mencionadas, presentan varios inconvenientes en los que se trabajan para

solucionarlos mediante diferentes técnicas.

En la etapa del cultivo de E. Coli se han desarrollado técnicas para mejorar el rendimiento
de la produccién de la proteina. Es el caso del cultivo en alta densidad celular (HCDC)
(Vallejo et al, 2002) que se basa en emplear un biorreactor donde se controla todos los
parametros que pueden afectar al proceso como la temperatura, el pH e incluso el aporte
de nutrientes y de oxigeno. De este modo, en sucesivos trabajos (Vallejo et al., 2002; Bessa
et al, 2007) se ha empleado dicho método para la produccién de rhBMP-2 consiguiendo

gran cantidad de bacterias por litro de cultivo.

Otra etapa del proceso muy estudiada, es la renaturalizacién de la proteina. Esto es debido
a que es necesario controlar muchos pardmetros que influyen en gran medida en la
formacidn correcta de los puentes disulfuro de la BMP-2 y, por tanto en su actividad in
vitro e in vivo (Ruppert et al, 1996; Von Einem et al, 2010). Se han examinado
exhaustivamente variables como el pH, las condiciones rédox, la concentracién de la
proteina, la temperatura e incluso la presencia de aditivos de caracter desnaturalizante
(urea, cloruro de guanidinio) que eviten la agregacion durante el proceso (Vallejo, Rinas

2004a; Long et al, 2006).

El ultimo proceso, y el menos estudiado, es la purificacion de la proteina, el cual influye
estrechamente en el reto de las etapas de la produccion. Puesto que la rhBMP-2 nativa
tiene un lugar de uniéon a heparina, la columna de cromatografia mas ampliamente
utilizada es la de afinidad por heparina (Vallejo, Rinas et al, 2004a; Long et al, 2006;
Gueorguieva et al, 2006). Ademas, se han empleado otro tipo de cromatografias como la

His-Trap (IMAC), pero para ello es necesario proporcionarle (mediante un vector de
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clonacion) a la cadena polipeptidica de la proteina una cola de histidina capaz de unirse a

dicha columna (Bessa et al., 2007).

Finalmente, tras estas etapas se obtiene rhBMP-2 purificada y biolégicamente activa en
cantidades que permiten su uso en experimentacion en modelos in vitro e in vivo. Este
producto es capaz de regular todas las rutas de regulacién celulares y moleculares

anteriormente descritas de manera similar a la accidn de la propia BMP-2 enddgena.
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I1. Antecedentes del grupo de investigacion

El Grupo de Ingenieria de Tejidos dirigido anteriormente por el Profesor José Luis Lépez
Lacomba y actualmente por el Profesor José Sanz Casado, se encuentra en el Instituto de

Estudios Biofuncionales de la Universidad Complutense de Madrid.

Los trabajos que se realizan se centran en el estudio de nuevos materiales para su
aplicacion en la regeneracion de tejidos, en especial el tejido 6éseo y en la obtencién de

factores de diferenciacién como por ejemplo la rhBMP-2.

Puesto que los factores de diferenciacién son una pieza clave para la regeneracion de
tejido, gran parte del esfuerzo cientifico del grupo se ha centrado en la obtencién y
caracterizacion de estos factores, fundamentalmente rhBMP-2, rhBMP-4 y rhBMP-7, que
se utilizan para activar materiales. Para ello, se ha dotado al laboratorio del instrumental

necesario para la realizacidn de ensayos de biologia molecular y celular.

El estudio de nuevos materiales se inicia con el disefio y produccién de estructuras 2D y
3D. En este sentido, las vias de investigaciéon se encaminan principalmente en varios
grupos de materiales diferentes. Entre ellos, destaca la quitina y su derivado, el quitosano;

ceramicas de (3-TCP e hidroxiapatita y matrices de nanotubos de carbono.

El grupo de trabajo ha inmovilizado con éxito la rhBMP-2 sobre filmes de quitosano,
logrando inducir la diferenciacion de células mioblasticas hacia osteoblastos. Estos filmes
de quitosano se han utilizado como recubrimiento de distintos materiales, como por

ejemplo ceramicas o titanio con el fin de mejorar la regeneracién ésea.

Las investigaciones se realizan en diferentes localizaciones anatémicas para la aplicacién
de los materiales estudiados, en los modelos animales tales como ratones, ratas, conejos,

perros, cerdos, ovejas y por ultimo embriones de pollos.

Los resultados de las lineas de investigacion se han materializado en contribuciones a
congresos, articulos cientificos, proyectos de investigacién y colaboraciones con diferentes

grupos y empresas.
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I11. Justificacion

La Ingenieria de Tejidos es un campo con aplicaciones que ya estan en funcionamiento en
diversos campos de la medicina. En nuestro campo, la Odontologia, atin se encuentra en
fases tempranas, experimentando progresos en diversas técnicas de regeneracion 6sea
guiada. Es por ello que el presente trabajo aporta un paso mas en la aplicacién de las
técnicas de Ingenieria de Tejidos para lograr el objetivo de obtener biomateriales que

restauren, mantengan o mejoren la funcién biolégica dafiada de un tejido u 6rgano.

En el presente trabajo, se analizan los efectos de la adiciéon de rhBMP-2 en el desarrollo
embrionario, con objeto de evaluar su biocompatibilidad y la seguridad en posibles
aplicaciones clinicas. Ademds, se selecciona un transportador (quitina) para la
administraciéon de la proteina y se estudia su acciéon en la morfogénesis del embridn,

atendiendo a la diferenciacion 6sea.,

Por otro lado en el caso de los organismos adultos, se evalian en modelo de calota de
conejo varios materiales comerciales destinados a regeneraciéon d6sea empleados en
Odontologia. Asimismo, estos materiales se activan con la proteina rhBMP-2 inmovilizada
en microparticulas de quitina, buscando de este modo, una posible mejora en su capacidad

para la regeneracion dsea.

En primer lugar, como se ha podido revisar en la Introduccién, existe una larga tradicion
en el estudio del efecto de la BMP-2 en la morfogénesis del embrion de pollo. Aunque hay
descritos estudios previos de la accién de este factor en el proceso mandibular (Ekanayake
et al, 1997; Mina et al, 2001; Mina et al, 2002), resulta necesario valorar el papel de la
BMP-2 dentro de la jerarquia actual de las redes de regulacion génicas que dirigen el
desarrollo mandibular. Ademas, también es relevante el estadio de desarrollo en el que se
implanta este factor de manera experimental. En este sistema dinamico, una diferencia de
horas puede llevar a conclusiones muy diferentes, por lo que se optimiza tanto el

momento temporal como el método con el que seran operados estos embriones.

De manera adicional, es de gran interés analizar el vehiculo utilizado para la
administracion de BMP-2 en nuestro modelo embrionario. El uso de microparticulas de
quitina puede abrir una nueva linea de experimentacién que permita en un futuro valorar

una posible aplicacién en cirugia oromaxilar.
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Por todo lo descrito anteriormente, esta Tesis Doctoral analiza la acciéon de la
quitina/rhBMP-2 en la diferenciacion 6sea de los mamelones maxilar y mandibular en los
estadios de desarrollo cercanos a la formacién del cartilago de Meckel (St26). De esta
manera, se busca influir en el comportamiento de las células mesenquimales alli
presentes, sensibles a este estimulo, con objeto de provocar una diferenciacién ectépica a

fenotipo 6seo que demuestre la correcta administracion de nuestro factor.

Una vez observados los efectos durante el desarrollo embrionario, se analiza la aplicacién
de la quitina como vehiculo de la rhBMP-2, tanto de forma aislada como combinandolo con
diferentes materiales empleados en regeneraciéon 6sea guiada en odontologia y cirugia
maxilofacial. El modelo animal escogido, la calota de conejo, permite realizar una cirugia
segura y controlada en un tejido dseo adulto de caracteristicas similares a la maxila y

mandibula humana.

Los materiales que se evalian son los siguientes: Bio-Oss Collagen, matriz basada en
hidroxiapatita porosa con un 10% de colageno, Cerabone, matriz sinterizada de
hidroxiapatita, y Mucograft, compuesto por una matriz de colageno tipo I y III. Este doble
enfoque permite, por un lado, comparar la capacidad de estos productos comerciales para
regenerar el defecto 6seo en calota de conejo. Por otro lado, se posibilita analizar la mejora
de la accién de cada producto tras la adicién de microparticulas de quitina activadas con

rhBMP-2.

En este estudio, se incluye una evaluacion de la formacién de tejido éseo de novo, de la
persistencia del xenoinjerto y de otros aspectos de interés, como el analisis de la respuesta
inmune o la aparicion de otros efectos colaterales. Para ello, se utilizan técnicas
cualitativas y cuantitativas, empleando test estadisticos para la comparacién de los

resultados obtenidos.

Desde esta perspectiva, en la presente Tesis Doctoral se presenta una nueva via para el
desarrollo de nuevas aproximaciones experimentales capaces de aumentar tanto la
calidad de la regeneracién del tejido como otros aspectos de interés clinico, como la
rapidez de la curacion de la lesion o la ausencia de complicaciones adicionales. De este
modo, se busca aplicar los principios de la Ingenieria de Tejidos para controlar los

procesos de diferenciacién 6sea y mejorar la regeneracion del organismo adulto.
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Hipotesis

La adicién de microparticulas de quitina activadas con rhBMP-2 puede ser un tratamiento
capaz de afectar al desarrollo embrionario del proceso mandibular del embrién de pollo.
Ademas, este tratamiento, en combinacion con el empleo de diferentes xenoinjertos dseos,

puede mejorar la regeneracion 6sea tras una lesion en calota de conejo adulto.
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IV. Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es la evaluacién del tratamiento con
microparticulas de quitina activadas con rhBMP-2 en la diferenciacion 6sea embrionaria y

en la regeneracion de defectos 6seos en modelos adultos..

Para la concrecién de este objetivo general nos hemos planteado los siguientes objetivos

parciales:

1- Establecer un método dptimo para la implantaciéon de biomateriales en el embridn de
pollo in ovo y ex ovo. Optimizar los protocolos histologicos para fijacion, corte y tincion de

embriones de pollo.

2- Iniciar el estudio de la biocompatibilidad de microparticulas de quitina y
quitina/rhBMP-2 en modelos embrionarios. Comenzar el andlisis del efecto osteogénico de

la BMP-2 en el proceso mandibular del embrién de pollo.

3- Comparar la accién de diferentes xenoinjertos comerciales empleados en odontologia
en la regeneracion de lesiones en calota de conejo. Observar los efectos del tratamiento
con quitina/rhBMP-2 en conjunto con los diferentes xenoinjertos en la regeneraciéon de

estas lesiones.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Modelos animales: embrion de pollo

1.1. Animales de experimentacion

Se obtuvieron huevos marrones fértiles (Isa Brown) de la granja Santa Isabel (Cérdoba),

que fueron incubados a una temperatura de 38 °C y humedad constante, hasta que

alcanzasen el estadio embrionario objetivo segin la clasificacion de Hamburger y

Hamilton (Hamburguer and Hamilton, 1951) que se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Estadios de desarrollo del embrién de pollo con su correspondiente tiempo de incubacién

(Hamburguer and Hamilton, 1951).

Estadio de desarrollo

Tiempo de incubacion

St 26 108h-120h
St27 120h
St28 132h
St 29 144h
St30 156h
St31 168h
St 32 180h
St33 187h
St 34 192h
2. Quitina

La quitina fue adquirida a la empresa Sigma (C92213-1KG, SIGMA. Iceland) y es

procedente de los caparazones de gambas.

2.1. Caracterizacion
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Descripcién visual: Se determind de forma visual la coloracidn y la morfologia inicial sobre

un fondo blanco.

Determinacién del tamafio de particulas: La quitina se moli6 empleando un molino

(Fritsch Pulverisette 14) con separador cicléon y dotado de un tamiz de malla de 0,08

milimetros.

Determinacién del contenido en humedad: Se determiné el porcentaje de agua presente en
las muestras mediante gravimetria, secando una muestra (0,3 g) en estufa de vacio
(Selecta, VACIOTEM) a 105 °C y 0,8 bares de presion hasta peso constante. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Humedad % = (P3x100) / P1
Siendo:
P1: peso inicial de la muestra.
P2: peso de la muestra seca.

P3: peso del agua contenida inicialmente en la muestra (P1-P2).

Determinacién del contenido en cenizas: La cantidad total de materia inorganica presente

en las muestras se determind por gravimetria, llegando hasta la obtencién de cenizas
blancas o ligeramente grises tras la calcinacion de 0,5 g de muestra a 800 °C en una mufla
(NEY, Vulcan A-130). Las determinaciones se realizaron por triplicado y el porcentaje de

cenizas se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

Cenizas % = (P2x100) / P1
Siendo:
P1: peso de la muestra seca (teniendo en cuenta el contenido de agua).

P2: peso de cenizas obtenidas

Determinacién del contenido de metales pesados: El ensayo se realiz6 empleando un

espectrometro de emision excitacion ICP (ICP-OES, CAI Centro de espectrometria atémica
de la UCM). En el andlisis se determin6 el contenido en plomo y mercurio por triplicado de

las cenizas de quitina resuspendidas en HCl 5% (v/v) y filtradas por 0,22 um.

Andlisis elemental: Se determiné el contenido en peso de nitrégeno y carbono por

macroanalisis elemental (LECO CNS-20001, CAI de Microanalisis Elemental, Facultad de
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Farmacia, UCM). Se llevaron 0,3 g de muestra a combustion a una temperatura de 1200 °C,

usando aire como blanco.

Difraccién de rayos X: Se emple6 un difractometro automatico PHILIPS X'PERT MPD (CAI

de DRX, Facultad de Farmacia, UCM). El equipo posee un goniémetro PW3050 (6-26) y la
potencia del generador se fijo a 45kV y 40mA. Las medidas se realizaron a temperatura
ambiente con radiaciéon CuKa! (de longitud de onda 1,54056A°) con monocromador de
grafito y en geometria confocalizada (Bragg-Berntano). Se fij6 el tamafio y la duracién de
paso (26) de las medidas en 0,040° y en 1 segundo. El rango angular estudiado fue de 5°-
40° (20).

Espectroscopia IR: Se obtuvieron los espectros infrarrojos de las quitinas empleando un

equipo Perkin Elmer Spectrum One. Los scans se realizaron desde 400 a 4000 cm- 1 de

longitud de onda con una resolucién de 4 cm-1.

3. Obtencion de la proteina rhBMP-2

La proteina rhBMP-2 se obtuvo mediante técnicas de ingenieria molecular a partir de
Escherichia coli. La proteina fue adquirida a la empresa Noricum SL (San Sebastian de los

Reyes, Espafia).

4. Inmovilizacion de la proteina rhBMP-2

La inmovilizaciéon de la proteina rhBMP-2 sobre las particulas de quitina se realiz6
mediante contacto del material (200 mg) con la proteina (1 pg/pl) a 4°C durante 12 horas
en agitacion. La cantidad de proteina adsorbida se analizé por espectrofotometria
(Specord 205 Analytikjena) a 280 nm. Se recogidé el sobrenadante por centrifugacion a
1500 r.p.m durante 5 minutos, luego se hizo un lavado con PBS (1500 r.p.m, 5 min). La
proteina retenida en las particulas se determindé en colaboraciéon con la Dra Yamila

Mansilla de Universidad Nacional Mar de Plata, Argentina.

5. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio

5.1. Contacto directo
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La intervencion para acceder a los embriones se realiz6 siguiendo el siguiente protocolo:
con una aguja estéril, se perfor6 la cascara y con unas pinzas de disecciéon se ampli6 el
acceso al embrion (técnica de ventana in ovo). Posteriormente, se deposité el material con
pinzas en la zona maxilar; quitina en el grupo control y quitina/thBMP-2 en el grupo
experimental. Para proteger al embrioén y evitar contaminacién toda la operacién se
realizd bajo llama de mechero Bunsen y se sellaron los huevos con parafilm (BEMIS) y
cinta adhesiva (Figura 8 y Figura 9). Los huevos intervenidos fueron colocados de nuevo
en la incubadora a una temperatura de 38 °C y humedad constante, durante un periodo de
tiempo de incubacién de 1 a 7 dias post-tratamiento, para la evaluacion del efecto. Los
embriones desarrollados (entre St 26 a St 34) se recuperaron mediante la diseccién del

saco viteliar con tijeras y para separar al embridn de la yema, se utilizaron espatulas.
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Figura 8. Apertura del huevo con el embrién en st 26 A), colocacién del material B) y
C) sellado con parafilm y celo.

La evaluacion del estadio de desarrollo segun las horas de incubacion del embrién, se
determiné calculando las horas que llevaban los embriones fecundados desde su
recepcidon en el laboratorio hasta la apertura de los huevos préxima al inicio de la
osificacion del esqueleto (St 26). Se confirmd el estadio de desarrollo al ver in situ el
aspecto del embridén y comparandolo con la clasificacion de Hamburguer y Hamilton
(Tabla 1). Una vez aplicada la quitina con la rhBMP-2, volvian a incubarse los huevos hasta

un maximo de siete dias, alcanzando estadios de desarrollo cercanos al St 34.
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Figura 9. A la izquierda, imagen de un embriéon en estadio 28 de incubacién con la zona de interés
remarcada. A la derecha, esquema de la primera intervencion. El material se coloc6é reposando
sobre la membrana amniética, localizado sobre el primer arco branquial. No hay contacto directo

del material en el embridn, representado por la elipse de color blanco.

5.2.Zona del desarrollo del maxilar

Primera intervencién

Como en el anterior experimento so6lo se colocd el material sobre el embrion, para esta
segunda aproximacion se insert6 directamente el material en la zona de desarrollo del
maxilar, en el primer arco branquial. La intervencién se realizé con instrumentos de
tungsteno, realizando una incisién en la membrana amnidtica, y posteriormente creando
un bolsillo en el mesénquima del primer arco branquial para introducir el material.

Para este segundo experimento, se crearon cuatro grupos: control de apertura del huevo,
control con cirugia sin colocacion del material, control de quitina insertdndose en un
bolsillo en el mesénquima del embrién y el grupo experimental, al que se le implanté

quitina/rhBMP-2 mediante la creacién de un bolsillo en el mesénquima.

Segunda intervencién

De forma paralela a este experimento, se realiza otro modificando la técnica, donde se
realiza una tercera intervenciéon con una sola incisién, exclusivamente en el saco
amnidtico. Se realizaron tres controles de quitina y otros tres de quitina/rhBMP-2 (Figura

10).
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Figura 10. Esquemas de los procedimientos quirdrgicos 12 y 22 intervenciéon en la zona del
desarrollo maxilar. En 2, se realiza un bolsillo quirdrgico en el mesénquima para introducir el
material y asf esté localizado y en intimo contacto en la zona del primer arco branquial. En 3,
solamente realizamos la incisién de la membrana amnio6tica para probar una colocacién sobre el

embrién evitando la membrana barrera, al contrario que con el primer método.

6. Protocolo cultivo ex ovo

Todo el equipo y fundentes han sido esterilizado con ETOH 70% o adquiridos

esterilizados.

Parte 1: Incubacién de los huevos

Los huevos fertilizados se incubaron por 72 horas para alcanzar el estadio de desarrollo
deseado, en posicion horizontal, en una incubadora con bandeja moévil, (Octagon 40)
rotando los huevos 12 veces al dia de forma continua. La humedad se mantiene entre un
60-62% y la temperatura de la incubacién a 37,5-38°C.

Antes de empezar la incubacién, la suciedad, plumas y excrementos fueron
cuidadosamente retirados de la cidscara mecanicamente con un pafo humedecido en

etanol 70%.

Parte 2: cultivo Ex ovo

1. Después de 72 horas, los huevos se retiraron de la incubadora, garantizando una mayor

supervivencia. En estadios mas tempranos a las 72 horas de incubacidn, el saco vitelar de
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la yema auin no esta cubierto por la membrana corioalantoidea (CAM), por lo que es una
capa mas fina y tiende a adherirse a la cascara, dejando:

-Pequeiias hemorragias en el area de adherencia

-La ruptura de la membrana yema-saco.

El método presentado no es aplicable a embriones mayores de 72 horas. Debido a su

novedad, en este texto se procede a su explicacién de manera pormenorizada:

1. El huevo debe estar en posicion horizontal para que el embridn se desplace a la posicién
superior, como una “burbuja”. La zona superior del huevo se marca con lapiz para no

confundirnos al sujetar el huevo y proceder a su apertura.

2. Todo el proceso de abrir el huevo para ser colocado en la camara de incubacion se
realiza en medio estéril, dentro de una campana de flujo laminar. Para evitar que el
contenido se derrame en caso de fallo en la operacién y contamine la campana, utilizar una

bandeja amplia para recoger los residuos y evitar la fuga.

3. El huevo se agarra con las dos manos horizontalmente con la marca a lapiz en la parte
superior y se “casca” el huevo con una “guillotina” de borde fino no cortante. El huevo
debe estar orientado perpendicularmente a la guillotina.

Para una mayor sensibilidad en la manipulacion de los huevos, no utilizamos guantes, pero
las manos deben ser desinfectadas con 70% ETOH.

Para tener una certeza de que se ha abierto correctamente, se debe observar una fuga de
clara del huevo en la apertura, realizada en el momento previo a la separacién de las dos

mitades de la cascara. Esto es un signo seguro de que el saco vitelar ha sido perforado.

4. El huevo se mantiene cerca del fondo de la cAmara de la incubacidén para evitar fugas de
clara. Durante el procedimiento inicial de apertura, es importante que estén conectados la
clara y el fondo de la cdmara, dando como resultado un efecto de vaciado por presion
negativa, que arrastra la clara con el embrién en la parte superior. El vaciado puede ser
regulado por presién con los dedos (corazdén y pulgar) que permite la entrada de aire al

huevo.

5. Aplicando presién gentilmente a la linea de fractura que se ha creado en el ecuador del
huevo, con los dedos corazén y pulgar, es posible controlar el vaciado y transferir el
contenido del huevo sin dafos. El embrién y sus vasos deberdn estar en la parte alta de

una yema intacta. Silos embriones son mayores de 72 horas, el saco vitelar de la yema se
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pega a la cascara y se rompe a veces. Lo mismo ocurre cuando la humedad del incubador

es mas baja que el 60% o los huevos no han sido rotados durante la incubacién.

6. Tras el trasvaso del embrién del huevo a la cdmara de cultivo, comprobamos si existe
latido cardiaco para asegurarnos de que el animal siga vivo y en caso afirmativo,
realizamos el procedimiento experimental de interés. Tras su realizacién, cubrimos la

camara de cultivo con la tapa con filtro de células al terminar.

7. Los cultivos ex ovo se colocan en la incubadora y se mantienen a 37.5°C -38°C 'y 60% de
humedad. Suplementos de CO; o Oz no son necesarios si la incubadora no esta cerrada
herméticamente. La tapa con filtro de cultivos celulares protege al embrién de la

contaminacion ambiental.

En la Figuras 11, 12 y 13 se resumen en etapas todo el procedimiento anteriormente

descrito.

Figura 11. a) Incubadora moévil automadtica (Octagon 40), a una humedad del 60-62% vy
temperatura de 37,5-38 °C constantes. b) Material necesario para la apertura de los huevos, consta
de una bandeja para evitar los posibles derrames del contenido, una guillotina metalica fabricada
de forma artesanal, etanol al 70% para desinfectar y una cdmara de vidrio esterilizada que sera la
que contenga el contenido del huevo y al embrién c) El proceso de la apertura de los huevos se
realiza en un ambiente estéril, dentro de una cdmara de flujo laminar y tras la desinfeccién de los
huevos con etanol al 70% y lavado de las manos con el mismo desinfectante, se procede a la

apertura.
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Figura 12. La técnica de la apertura consiste en las siguientes fases d) hay que sujetar el huevo en
posicién horizontal con ambas manos, quedando éste orientado perpendicularmente a la hoja sin
filo de la guillotina. e) Realizamos un golpe seco y para saber si se ha realizado con éxito, hay que
observar si existe una fuga de la clara antes de separar las 2 mitades de la cascara. f) Colocamos el
huevo apoyandolo en el fondo de la cdmara de vidrio, evitando mds fugas del contenido. g) Al
separar las dos mitades, creamos una presién negativa que facilita la salida de la yema con el

embrion posicionado en la orientacion prevista

Figura 13. h) Cdmara de incubacién ex ovo. Estd compuesta por un cuenco de vidrio estéril y una
tapa de petri adaptada con un filtro de cultivos celulares. 1) Se sellan con parafilm y se introducen
en la incubadora a 37,5- 38 °C constante y 60% de humedad j) Los cultivos ex ovo permiten un facil
acceso a la manipulacién experimental del embrién asi como su observacion k) Tras 72 horas de

incubacion ex ovo vemos que los embriones han sobrevivido y desarrollado a estadios mayores.

65



7. Procesamiento histologico

Tras la incubacion post-intervencion, los embriones se almacenaron en paraformaldehido
(PFA) al 4% y enfriados a -4 °C. Tras haber sido fijados durante 3 dias, se deshidrataron
(mediante la secuencia de etanoles; 80%, 96% y absoluto) los embriones y se incluyeron
en bloques de parafina. Los bloques se seccionaron a 5 micras, con un micrétomo (Leica
RM 2155) y se colocaron en portas Starfrost (Knittel Glass). Los cortes se tifieron
mediante la tincién basica de Tricrémico de Masson. El montaje de los cortes en los portas
se realiz6 con el kit de montaje de cubreobjetos, EUKITT (EMS), segin las instrucciones

del fabricante.

7.1. Tinciones histoldgicas

La tincién Tricroémica de Masson, permite visualizar las fibras de colageno tipo I, las cuales
forman fibras gruesas o haces, para ofrecer resistencia; también se tifien, aunque con
menos intensidad, las fibras reticulares. Intervienen tres colorantes para diferenciar el

ntcleo celular, el citoplasma y las fibras de colageno.

Primero, se tifien las secciones con un tinte acido, la Fucsina + Ponceau.Todos los
elementos tisulares afines al acido como el citoplasmay el colageno se uniran a los tintes
acidos. A continuacidn, los cortes histologicos se bafian en acido fosfomolibdico. Debido a
la menor permeabilidad del citoplasma en comparacién al colageno, los acidos
fosfomolibdicos ayudan a la difusiéon de Fucsina + Ponceau en el colageno exclusivamente.
El 4cido fosfomolibdico contiene grupos acidos que posiblemente permitan la tinciéon de

las fibras de colageno con la tincion histologica Verde luz.

Para la tincidn con Tricrémico de Masson se utilizé el siguiente protocolo:

Desparafinado: 5 min de estufa y 5 min de xilol/isoparafina (3 min y 2 min).
Hidratacién: ETOH Abs, 96%; 80%; H20:2 min

Hematoxilina de Weigert:4:30 min

Lavado H20: 20 20 veces

Nuevo lavado: 10 min

Fucsina + Ponceau BS: 4 min

Acido fosfomolibdico :2 bafios; 12-1 min y 29-4 min

Verde luz:4:30 min

©® N o 1w
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9. H20:2" 020 veces

10. Bafio de Acido acético: 4min

11. Deshidratacion: ETOH 80%; 96%; Abs: 2 min
12. Xilol 5 min

13. Montaje (Eukitt).

En la Figura 14, se puede observar una muestra histoldgica tefiida mediante tricromico de
Masson. Nos permite distinguir por las diferentes coloraciones, el tejido conectivo, la

formacién de nuevo tejido 6seo.

Figura 14. Tincién histoldgica de Tricrémico de Masson en el embrién de pollo control de St 36. Las
fibras de colageno y el tejido conjuntivo adquieren un tono verde. La queratina, glébulos rojos y el

tejido muscular, un tono rojo. Los ntcleos celulares se tifien de lila 0 marrén.

8. Estudio in vivo. Modelo en calota de conejo. Implantaciéon de injertos,

quitina/rhBMP-2

Seis conejos machos de la raza New Zeland, edad joven (3 meses), peso medio de 3.5 Kg,
fueron sometidos a procedimiento quirdrgico en craneo, confeccionando defectos
circulares no criticos en hueso parietal (2 por animal). Los sujetos experimentales se

aleatorizaron y dividieron en grupos, dependiendo del material de relleno del defecto

-Defecto con material comercial (Bio-oss Collagen, Mucograft y CeraBone).
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-Defecto con material comercial + 50pg rhBMP-2.
-Defecto con material comercial + microparticulas de quitina (200 mg, 0.08 mm).

-Defecto con material comercial + microparticulas de quitina (200 mg, 0.08 mm) y 50pg

rhBMP-2.

Estos resultados se compararon con controles apropiados (s6lo quitina, control vacio)

para el mismo procedimiento quirdrgico y el mismo tiempo post-cirugia.

El protocolo experimental empleado en esta tesis doctoral fue aprobado por el comité
ético de experimentacién animal del Hospital Clinico San Carlos (CEEA). Siguiendo el
protocolo de cria de animales de experimentacion, los conejos tuvieron un periodo de
adaptacidén tras el traslado al animalario del centro de experimentaciéon del H.C. San

Carlos.

Los animales se alojaron en jaulas aprobadas para conejos, a temperatura controlada de
18 a 20 °C, con medios de alimentacién y agua accesibles, con una base de heno para tener
un adecuado ambiente y posibilidad de tener contacto visual con otros conejos de jaulas

contiguas.

La anestesia en los animales fue inducida con ketamina (40 mg/Kg), midazolam (2
mg/Kg), y citrato de fentanil (0.8 pg/Kg). Mediante una mascara de aire, para el
Mantenimiento anestésico, se aplicé una mezcla de isofluorano/éxido nitroso (1%:1.5%) y
oxigeno (2/3:1/3). Se afeito el pelo del area quirdrgica de los craneos y se desinfect6 con

clorhexidina 2%.

Se realiz6 una incision vertical de unos 20mm, a la altura de la sutura sagital y se despegé
el plano dérmico y periostio. Una vez expuesta la calota, se crearon dos defectos circulares,
uno en cada hueso parietal, a cada lado de la sutura media, con fresa de trefina de 8 mm de
didmetro interno, bajo irrigaciéon copiosa con solucidn salina al 0.9%. La osteotomia se
realiza con precaucion de mantener intacta la duramadre y con ayuda de un despegador se
remueve completamente la tapa 6sea. Cada animal recibié un injerto control y otro injerto
experimental y la seleccion de los animales se realizé de manera aleatoria. Debido al
interés de las observaciones surgidas en el transcurso de la cirugia experimental, este

procedimiento se detalla mas a fondo en el apartado de Resultados de esta Tesis Doctoral.

El diametro del defecto fue el adecuado para recibir el injerto donde se colocd, la incisién

se suturo por planos, lo que permitié que el periostio ayudara a contener el injerto. Tanto
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el periostio como la dérmis se suturaron con sutura reabsorbible 4/0 (Vicryl 4.0 Ethicon
Inc/ Johnson&Johnson). Los animales recibieron una inyeccién intramuscular de benzyl
penicilina (40,000 IU) y 5 mg/Kg de tramadol después del procedimiento. Se realizé un
seguimiento de las heridas y se descarté cualquier proceso infeccioso e inflamatorio

intracraneal.

8.1 Obtencion de las muestras y tratamiento histolégico

Tras dos meses desde la cirugia, se realiz6 el sacrificio mediante una sobredosis inyectada
de midazolan y anestésico. Para la obtencion de las muestras, se secciond la calota en un
fragmento con forma de pentagono en el que contenia las dos regeneraciones y se fijaron
en formalina al 10% durante 72 h. Posteriormente se eliminé la formalina al introducir las
muestras en agua durante 24 h. Se descalcific6 el hueso con DECAL (HistoLAB) durante 4
dias. Una vez decalcificado, dividimos el fragmento en dos mitades, cada una conteniendo
un defecto regenerado. A continuacion, las muestras se deshidrataron en una secuencia
ascendente de etanoles (70%, 80%, 90% y absoluto) y un tratamiento con xilol para su
posterior inclusion en bloques de parafina. Los bloques se cortaron con un micrétomo de
rotacion motorizado Leica RM2155 (Leica Biosystems) de manera que la imagen
histolégica abarcase en un corte transversal el diametro del defecto regenerado. El
espaciado entre cortes fue de 8um y colocados en un portaobjetos Starfrost (Knittel Glass).
Los cortes elegidos para su tincién fueron aquellos que se situaban en la zona que
abarcaba el centro del defecto. La tincién histoldgica empleada para el analisis histoldgico
fue Tricromico de Masson. Se siguié en estas muestras el siguiente protocolo de tincion de

Tricrémico de Masson.
1. Desparafinado: Estufa: 25min; Xilol 1: 25min
2. Hidratacién: 5 min en EtOH abs; EtOH 96%; EtOH 80%; EtOH 70% y H-0
3. Hematoxilina de Weigert: 3 min
4. Lavado H20: 10min.
5. Fucsina + Panceau: 4 min
6. H20d: 5min

7. Acido fosfomolibdico : 2 bafios de 10 min cada uno
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8. Verde luz: 3.30 min

9. Lavado H20: 5min.

10. Acido acético 1%: 4min.

11. Deshidratar: 5 min en EtOH 70%; EtOH 80%; EtOH 96% y EtOH abs
12. Xilol 2: Smin.

13. Montaje (Eukitt).

En la siguiente figura se muestra a modo de ejemplo un corte histolégico donde se
observan los tejidos que aparecen en una regeneraciéon 6sea empleando xenoinjertos

(Figura 15).

Figura 15. Tincién con tricrémico de Masson de la regeneracién de un defecto dseo mediante
xenoinjerto. En la imagen se sefiala la presencia de vasos sanguineos (bv); matriz 6sea regenerada
(nmb); tejido conectivo firme (fct); tejido conectivo (ct) y los restos del xenoinjerto (PCL). (Rentsch

etal, 2014).

9. Histomorfometria

La histomorfometria 6sea es el estudio cuantitativo de la organizacion microscopica y
estructural del hueso por medio del andlisis asistido por ordenador de los cortes

histolodgicos (Vidal et al,, 2012).
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El método empleado para realizar las mediciones, consisti6 en el andlisis de las
estructuras en el corte histolégico para determinar su area en pixeles con el programa de
tratamiento de imagenes digitales Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated, USA)
empleando una tableta grafica Intuos Pro (Wacom, China). Las mediciones se realizaron
por triplicado y los resultados se expresaron como promedio * la desviacion estandar. Los

analisis estadisticos empleando el analisis de la varianza de un factor (ANOVA) se llevaron

a cabo empleando el programa estadistico Prism 5 (Graph Pad) (Figura 16).

Figura 16. Secuencia de histomorfometria en una muestra de regeneracion dsea en calota de

conejo.

10. Técnica de tincion inmunohistoquimica

La tincion inmunohistoquimica de los cortes mediante Anti-osteocalcina (OCG3 Abcam
AB13420), se realizo en el Departamento de Anatomia Patol6gica del Hospital San Rafael,

Cadiz.

La inmunohistoquimica es una técnica de tinciéon que hace uso de anticuerpos unidos
quimicamente a un revelador colorimétrico, para demostrar la presencia de una
determinada molécula. Es una técnica que tiene variantes cuantitativas y cualitativas.

Hemos empleado esta técnica para observar la expresion de la osteocalcina.

Los cortes se procesaron mediante un procesador automdtico (BenchMark ULTRA) con
tratamiento estandar (rehidratacion, bloqueo, incubacién de los anticuerpos, lavado). Las
imagenes se fotografiaron con un microscopio Optico y analizadas usando el software

CellD.
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El protocolo de la tincion fue el siguiente:

1. Horneado de los portaobjetos a 75°C e incubar 4 minutos

2. Desparafinado, calentando el portaobjetos a 72 °C desde temperatura del
medio

3. Acondicionador celular, Ultra conditioner #1. Calentar porta a 95°C e
incubar 8 minutos. Acondicionador celular 1. 20minutos de Ultra CC1y 36
minutos de Ultra CC1.

4. Incubacion Anticuerpo Osteocalcina, aplicar una gota de Prekit 1. Aplicar
cubreobjetos e incubar 52 minutos.

5. Revelado y contratincién, aplicar una gota de hematoxilina. Aplicar el
cubreobjetos e incubar 4 minutos.

6. Postcontratincion, aplicar una gota de Bluing Reagent. Aplicar cubreobjetos
e incubar 4 minutos.

7. Montaje de los portaobjetos
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VI. RESULTADOS

En la realizacién de la presente Tesis Doctoral se procedi6 a la adquisicién una quitina de
origen crustaceo (gambas) como soporte para la proteina rhBMP-2. El material se
caracterizé teniendo en cuenta los parametros mas relevantes para ser empleado como

material en Ingenieria de Tejidos.

1. Caracterizacion fisicoquimica de la quitina

La quitina adquirida en forma de escamas se someti6 a una molienda para lograr un
tamafno maximo de particula de 0,08 milimetros. La quitina presenté una coloracion
blanco amarillento. Uno de los parametros a determinar es el contenido en humedad y
cenizas, necesarios para poder comparar de forma adecuada los ensayos realizados. El
primero de ellos afecta de forma muy importante al peso real de polimero que se emplea,
mientras que el segundo nos da una idea de la eficacia del proceso de desmineralizacion
empleado en su obtencién. Por lo general las casas comerciales no dan unos limites
concretos para estos parametros, sino sélo un valor maximo de los mismos, siendo comun
por ejemplo, para el contenido en humedad, estipular que debe ser inferior al 10-15% y en
funcion de la aplicacion final este valor puede llegar a ser mucho menor, alrededor de un

8%.

El porcentaje de cenizas describe la cantidad total de material inorganico presente en la
muestra, proveniente en su mayoria de sales como carbonatos y silicatos. La composiciéon
de estas sales depende de la procedencia de la quitina y el tratamiento industrial aplicado
para su obtencidn. Los resultados correspondientes a la determinacion de cenizas totales
muestran un valor menor del 1%, limite establecido para este parametro en las

especificaciones de calidad de las muestras comerciales.

Dentro del contenido en cenizas estan los metales pesados presentes en la muestra de
quitina. Este pardmetro si puede afectar de forma significativa al uso de los mismos en
aplicaciones biomédicas, siendo especialmente importante para las mismas el contenido

en Hgy Pb.

Se reconoce que la quitina no es una entidad quimica simple, aun luego de los
tratamientos de desproteinizaciéon y desmineralizacion. Las muestras varian en sus

propiedades quimicas y fisicas dependiendo del origen del material y del proceso de
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obtencion. Por este motivo, es necesario caracterizar el material que se utiliza como

soporte y en la Tabla 2 se presentan las especificaciones bibliograficas y las obtenidas.

Tabla 2. Control de calidad de quitina.

Apariencia polvo gris-rosa-natural polvo color natural
Tamafio de particula <25% <25%
Contenido de humedad 2-10% 5,0 %
Cenizas <1,0% 0,21 %
Grado de desacetilacion 10 % -
Contenido de nitrégeno 6-7% 6,52 %
Picos de difraccion derayos X~ 8°58'-10°26' 9°3'
19°58' - 20°00’ 19°02'

La quitina presenta un valor adecuado de metales pesados, inferiores a 0,2 ppm de Hg e

inferiores a 0,1 ppm de Pb.

Los porcentajes de carbono y nitrégeno obtenidos por andlisis elemental son compatibles
con la formula molecular de la quitina y que coinciden con los valores descritos en
bibliografia (Dutta et al, 2004; Kumar et al, 2004; Galed-Ceresuela, 2006). Andlisis
elemental: C, 44,44; 0,42,42 ; H, 6,62; N, 6,52

Espectroscopia IR: en el espectro de la Figura 17 se presenta una banda intensa de
deformacién a 3250 - 3400 cm! correspondiente a -OH asociado (de alcohol); bandas de
tension a 2850 y 2930 cm-! (de metilo y/o metileno) y a 1380 cm! de metilo (del grupo
acetilo); bandas muy significativas y tipicas de amida: - banda I de tensién a 1630 cm-!
(correspondiente al carbonilo de la amida) - banda Il de tensiéon a 1550 cm-
(correspondiente a N-H) y bandas de deformacion de -OH a 1050 cm! (de alcohol

primario) y a 1100 cm-! (alcohol secundario).
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Figura 17 Espectro IR de quitina.

Difraccién de rayos X: en el espectro de difracciéon de rayos X (Figura 18) se observan los
picos cristalinos caracteristicos de la quitina a 20 = 9,3 y 19,2. Por la intensidad de los
picos se puede asegurar que se trata de una estructura cristalina, libre de proteinas,
pigmentos y no presenta contenido de calcio, por estar ausente su pico caracteristico a 20

=294.
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Figura 18. Espectro de difraccién de rayos X de quitina.

2. Inmovilizacion de la rhBMP-2

Existen diferentes procedimientos para retener la proteina sobre el soporte quitina, en
este trabajo se optd por una unién quimica mediante adsorcidn sobre las microparticulas.
La proteina se une por fuerzas de van der Waals y por puentes de hidrégeno. En este tipo
de inmovilizacion influyen el pH del medio, la fuerza iénica y la morfologia de la superficie.
Tiene la ventaja de la preparacion sencilla, bajo costo, y que no cambia la especificidad de
la biomolécula. Como desventajas podemos decir que tienen unién débil al soporte
(afectadas por concentraciones elevadas de sustrato, cambios de pH y de fuerza idnica) y

que son poco estables mecanicamente.

La inmovilizacién altera el comportamiento de las proteinas, generalmente se incrementa
la estabilidad conformacional de las mismas, se aumenta la proteccidn frente a proteasas y
se evita la agregacion intermolecular. Se produce una alteraciéon del microentorno de la
proteina debido a su interaccién con el soporte. Pueden perder total o parcialmente la
actividad por interacciones con el soporte, por impedimento del paso del sustrato al sitio
activo, por interaccién con grupos cargados del soporte o por cambios conformacionales

que den formas inactivas.

En nuestro caso, se obtuvieron porcentajes de retencion de la proteina sobre el soporte

(microparticulas de quitina, 0,08mm; 200 mg) de 80,1%=13,7. Estos resultados se
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obtuvieron en colaboracion con la Dra. Yamila Mansilla de la Universidad Nacional de Mar

del Plata (Argentina) y no se presentan en esta Tesis Doctoral.

3. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio. Contacto

directo

En esta primera experiencia y para ganar habilidad en el manejo de este modelo, se realiz6
una operacion sin sacar al embrién del huevo (in ovo), colocando la quitina sobre la
membrana amniotica sin atravesarla pero limitando la zona al primer arco branquial
(Figura 19). Los resultados del desarrollo y supervivencia quedan registrados en la Tabla
3.

Figura 19. Estadio 28 del embridn de pollo y area de la intervencién (Imagen de Hamburguer and

Hamilton, 1951).
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Tabla 3. Resultados tras utilizar el primer método operatorio para la implantacién de
quitina/rhBMP-2. Se adjunta una figura para visualizar de forma esquemadtica el método de

operacion.

Estado

Estadio Tiempo Estadio Estadio | Supervivencia Embricn en la

Sujeto | Condicién )
. ' Operacién | incubacién | Esperado | Recogida operacion

recogida
1 e 26 24h 28 28 i Muerto
quitina (Sin latida)
Control
2 ontro 26 24h 28 28 i Vivo
quitina
3 Control 26 144h 36 31 si Muerto
quitina (Sin latido)
4 Control 26 144h 36 26 No Muerto
guitina (Sin latida)
1 BM_P_—E ¥ 26 24h 28 27% si Muer_tn
quitina (Sin latido)
BMP-2 M t
2 Y 26 24h 28 28 i uerto
quitina (Edema)
/ ’ 3 BMP-2y 26 144k 36 34 si Muerto
[ | quitina (Edema)
4 BM.PrE ¥ 26 144k 36 76 No Muer_to
quitina (Sin latido)

Se operaron 8 huevos y tras 24 horas de incubacién se extrajeron cuatro de ellos para
observar los resultados a corto plazo y la influencia de la manipulacién del operador. De
estos cuatro embriones, dos murieron a causa de la manipulacién, sin desplazamiento de
material ni aparente desarrollo. Otro embrién, al que se le colocd quitina/rhBMP-2,
presentaba un aspecto de haber sufrido una hemorragia interna, posiblemente debidaa
una accion excesiva de rhBMP-2, pues las BMPs tienen capacidad de activar también al
factor de crecimiento vascular y endotelial o (VEGF a ) (Deckers et al., 2002; Li et al., 2005;
Fiedler et al, 2002). Esta accién colateral puede provocar un fallo en el desarrollo del

sistema vascular.

De los embriones supervivientes, solo uno perteneciente al control de quitina sali6
adelante, alcanzando un St 30 de desarrollo y observando un desplazamiento de las

microparticulas a la parte posterior del cuello.

Los otros cuatro embriones restantes de la operacién, continuaron incubandose hasta
cumplir siete dias. Al término de la incubacién, ninguno sobrevivid. Dos de ellos no

mostraron desarrollo, prueba de que habian muerto el dia de la operacion a causa de la
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manipulacién. Sin embargo los otros dos, uno experimental y otro control, consiguieron
desarrollarse hasta estadios proximos a los correspondientes por el tiempo de incubacién.
Por lo tanto, sobrevivieron a la intervencién y su muerte debi6 de ser proxima a la

reapertura de los huevos.

El embrién control (quitina) alcanzé el estadio 31, se encontr6 también muerto, y las

posibles causas se deban a una contaminacién por la perforacién del film sellador.

El embrion experimental (quitina/rhBMP-2) alcanzd el estadio 34 y mostraba haber
sufrido una hemorragia interna masiva que le provocaria la muerte. En el area del cuello
presentaba el biomaterial adherido demostrando que estuvo actuando en nuestra zona
objetivo. Los posibles motivos de este hallazgo pueden deberse a una sobreexpresion de

VEFG a inducida por la rhBMP-2.

Los motivos que ambos embriones no coincidan con exactitud al término de la recogida de
muestras pueden deberse por dos motivos, la diferencia de horas entre sus muertes o la
diferencia de velocidad de evolucién, estas posibilidades se consideran normales y ya

fueron descritas en la clasificacion de Hamburguer y Hamilton (1951).

Tras la incubacion los embriones se fijaron en PFA al 4% para incluirlos en bloques de
parafina y realizar los cortes histoldgicos. Los cortes se tifieron con la tincién histoldgica

basica de Tricromico de Masson.

Los resultados histolégicos de esta primera experiencia fueron los siguientes: en el caso
del embrién experimental, al que se aplicé quitina con rhBMP-2, se observo como el
depdsito de esa quitina transportadora de proteina, provocé una tincién positiva para
colageno (en verde) (Figura 20). Este resultado demuestra que la rhBMP-2, ha inducido a
las células mesenquimales a diferenciarse a fenotipo osteoblastico y a sintetizar matriz
osteoide En el embridon control de quitina, se observa que las microparticulas son
totalmente biocompatibles, no provocando respuesta alguna al huésped. En ambas

situaciones no se produjeron alteraciones morfoldgicas ni teratogénicas.
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Figura 20. Cortes histoldgicos del embrién experimental x2 en la zona de cabeza y cuello a) corte
con magnificacién x2 del embrién control b) Las flechas en A y B sefialan la localizacién del material
implantado. Los cortes C y D son las magnificaciones x50 del biomaterial al detalle. c) La quitina
activada presenta una tincidn positiva en verde que indica la expresion de la formacion de tejido
6seo ectdpico. d) La quitina por si sola no produce ningtn tipo de reaccién. En ninguno de los dos

embriones se detectaron efectos teratogénicos y/o malformaciones.

4. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio. Zona del

desarrollo maxilar, primera intervencion

Tras los resultados anteriores, se modificaron los protocolos de operacion para conseguir
que el biomaterial actuase en el mesénquima del primer arco branquial para ver sus
efectos, ya que en el método anterior no se tenia precisién a la hora de posicionar

correctamente las microparticulas de quitina.

En este nuevo procedimiento tras la apertura del huevo, ayuddndonos con visién
magnificada mediante lupa se procedia a operar al embrién. Primero se practicaba una
incisién al saco amnidtico con instrumentos de tungsteno y posteriormente se practicaba
un bolsillo quirargico en el primer arco branquial para introducir en él el biomaterial con

capilares de vidrio.
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Se crearon cuatro grupos en este experimento: control de apertura in ovo, control de la

operacidn vacio, control con quitina y grupo experimental con quitina con rhBMP-2. Se

recuperaron los embriones tras 24 horas (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del segundo método quirdrgico in ovo. 11 embriones operados en total, que

tras 24 horas después de la cirugia, sobrevivieron dos, uno del grupo control de operacién y el

segundo, perteneciente al grupo control de la quitina.

Sl condicié Estadio Tiempo Estadio Estadio | Supervivencia
ujeto andiclan Operacién | incubacién | Esperado | Recogida operacidn

1

Contral
apertura
in ove
Contral
apertura
in ove

Control
apertura
in ove

Control
apertura
in ove

Contral
operacidn
Control
operacidn
Contral
operacidn
Contral
quitina
Control
quitina
BMP-2 v
quitina
BMP-2 y
quitina

26

26

26

26

24h

24h

24h

24h

24h

24h

24h

24h

24h

24h

24h

25

25

25

25

8

28

25

28

8

28

28

28*

26

28

26

26

29

26

28

28*

26*

28

Si

Mo

Si

Mo

Si

Mo

Si

Si

Si

Si

Estado
Embridn en la
recogida

Viva

Muerto
(Sin latido)

Viva

Muerto

(Contaminacién)

Muerto
(Sin latido)

Vivo
Muerto
(Sin latide)
Muerto
(Sin latido)
Viva
Muerto
(Sin latido)

Muerto
(5in latido)

Observamos que este método no mejora la supervivencia (Tabla 6). Aunque hubo un

porcentaje similar de embriones desarrollados tras la operacidn, tan s6lo se consigui6 que

dos embriones se encontraran vivos (presencia de latido cardiaco) tras 24 horas después

de la cirugia.

Otra conclusion a la que se alcanzé es la dificultad del método por la facilidad de rasgar los

vasos sanguineos que rodean al embridn, reduciendo su supervivencia.
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5. Tratamiento de los embriones con los materiales de estudio. Zona del
desarrollo maxilar, segunda intervencion

El método anterior fue cruento y por ese motivo modificamos el anterior protocolo
aplicando una Unica incisién a la membrana amniética para poder depositar la quitina
activada o no, posandose sobre el mesénquima del embrién, buscando reducir al minimo

las hemorragias.

Se crearon un grupo control quitina y otro experimental de quitina/rhBMP-2, con tres

embriones cada uno. Tras la intervencion, se dejaron incubar cuatro dias.

El resultado (Tabla 5), fue que no se encontraron supervivientes en la recogida de
muestras. S6lo dos de ellos, un control y otro experimental, llegaron a desarrollarse tras la
cirugia, mientras que el resto no mostraron signos de evolucién del desarrollo. Los
motivos de la muerte del embrion experimental fueron los de hemorragia interna (muerte
por edema). La supervivencia a la operacion siendo un método mas conservador no

alcanz6 resultados mejores a los anteriores procedimientos.

Tabla 5. Resultados del tercer método quirtrgico in ovo.

Estado

) - Estadio Tiempo Estadio Estadio Supervivencia "
Sujeto | Condicién L ; N . . Embridn en la
Operacion | incubacién | Esperado | Recogida operacion .
recogida
1 il 28 96h 35 28+ si gt
quitina (Contaminacién)
Control Muerto
2 quitina 28 el 2B e e (Contaminacién)
3 ot 28 96h 35 28 No Lol
quitina (Sin latido)
1 BMP2y 28 96h 35 31 i L inl
quitina (Edema)
0| REMESY 28 96h 35 28 No Muerto
I — guitina (Cantaminacién)
1
\ . /
BMP-2 y Muerto
N S £ quitina & g B & Be (Sin latide)

Observando los porcentajes de supervivencia a la operacion, se ha observado que los
intentos de mejorar la administracion de la proteina para conseguir un contacto intimo

con el mesénquima no son ideales (Tabla 6).
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Tabla 6. Supervivencia a los tres métodos operatorios, presentando el dato en porcentaje y

mostrando el nimero de embriones totales.

% Supervivencia a la operacion

Operacién 1 75% 6/8
Operacién 2 71,4% 5/7
Operacion 3 33,3% 2/6

También observamos que la dosificacion de la accion de la rhBMP-2 en un sistema
inmaduro tiene un equilibrio muy delicado y un desajuste en el momento o posicién de la
colocacién puede provocar la muerte por hemorragias internas o edema, debido a que la
rhBMP-2 ademas de inducir la formacion de hueso ectépico también provoca la expresion
del factor de crecimiento endotelial alfa (Tabla 7). (Deckers et al, 2002; Li et al., 2005;
Fiedler et al, 2002).

Tabla 7. Porcentaje de muertes por hemorragia interna dentro de los grupos tratados con BMP-2 y

quitina.

% Muertes por edema asociadas a BMP-2

Operacion 1 50% 2/4
Operacion 2 0% 0/2
Operacion 3 33,3% 1/3

Con estos resultados, decidimos modificar radicalmente el sistema de operacion. Gracias a
la capacidad de poder incubar a los embriones de pollo fuera de la cascara y mejorar la

manipulacién y observacion, desarrollamos el método de cultivo fuera del huevo o ex ovo.
6. Cultivos ex ovo.

Este experimento se realizé empleando un nuevo disefio para las camaras de cultivo
utilizadas para cultivar a los embriones. En este disefo, se incluye una camara de cristal
con un filtro de gases acoplado apto para cultivos celulares (ver Material y Métodos para

mas detalle). Se operaron 25 huevos y a 72 horas de incubacidn.

Para reducir la manipulacion se afiadié anicamente la rhBMP-2 (1 ug/ul) disuelta en acido
acético por el método de la ducha, con diferentes volimenes (10-20 pl), con objeto de

encontrar una cantidad 6ptima para ejercer su acciéon en un organismo en desarrollo.
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Los resultados totales respecto a supervivencia fueron mejores a los operados por el

método in ovo, reflejado en las tablas 8,9 y 10.

Primero se operaron nueve controles ex ovo para evaluar la tasa de supervivencia y la
contaminacién presente en las nuevas camaras de cultivo. Dos de estos controles fueron
en camaras sin filtro, emulando la experiencia de los experimentos in ovo. En este grupo,
solo dos murieron, siendo uno sin filtro y el otro con él. Ninguno de los sujetos presenta

signos de contaminacion.

El segundo grupo control, se le afiadié una ducha de acido acético de 20pl, para testar la
respuesta a la manipulaciéon de los embriones. Ocho sujetos en total y dos de ellos en

camara sin filtro, de los cuales ninguno murio o se contaminé.

El tercer grupo fue un ensayo con la aplicaciéon de la rhBMP-2 por el método de la ducha.
Se dividieron en dos grupos de cuatro embriones con dos dosis diferentes: 10ul y 20ul de

rhBMP-2. Sélo se produjo una muerte en cada grupo a dosis diferentes.

Tabla 8. Resultados de la prueba del nuevo disefio de la cAmara de cultivo, parte 1.

Estado de el
Condicién Estadi-::_ de _Estadl_-:: Estadfn_en la embrién en la
operation hipotético recogida .
recogida
1 Control ex ovo 16 26 25 vive
2 Control ex ovo 16 26 26 vivo
3 Control ex ovo 16 26 25 vivo
4 Control ex ovo 18 28 26 vivo
5 Control ex ovo 18 28 26 vivo
6 St 16 26 23 vivo, torcido
acético 20 pl
Control ac ]
7 acético 20 pl 18 28 28 vivo
8 Sl 16 e 20 vive, torcido
acético 20 pl

Tabla 9. Resultados de la prueba del nuevo disefio de la cAmara de cultivo, parte II.
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Estado de el

Sujeto Estad[n_ de _Estadl_a Estadi’n_en la ermbrién en la
operation hipotético recogida recogida
9 BMP-2 10 ul 16 26 25 vivo
10 BMP-2 10 ul 16 26 25 viv
11 BMP-2 10 pl 18 28 27 muerto
12 BMP-2 10 ul 16 26 25 vivo
13 BMP-2 20 pl 16 26 20 muerto
14 BMP-2 20 pl 16 26 23 vive, torcido
15 BMP-2 20 ul 16 26 26 vivo
16 BMP-2 20 pl 16 26 26 vivo

Tabla 10. Resultados de la prueba del nuevo disefio de la cAmara de cultivo, parte III.

Sulet Condicié Estadio de Estadio Estadio en la eiitl;ar?gnd:nella
ujato andicion operation hipotético recogida N
recogida
17 Control ex ovo 18 28 28 vivo
18 Control ex ovo 17-18 27-28 27 muerto
19 ol L 18 28 28 vivo
sin filtro
20 ol L 18 28 26 muerto
sin filtro
21 Eiini 17 27 25 vive, torcido
acético 20 ul
Control dc i
22 acético 20 ul 16 26 26 vivo
Control dc
23 acético 20 u 19 29 29 vive, torcide
sin filtro
Control dc
24 acetico 20 pl 16-17 26-27 26 vivo
sin filtro
Control dc i
25 acético 20 pl 16-17 26-27 26 vivo

De esta manera, las tasas de supervivencia finales con el método de cultivo ex ovo fueron

las siguientes:

-100% sin contaminacion

-85,7% de supervivencia de las caAmaras con filtro
-75% de supervivencia sin filtro

-75% de supervivencia tras la aplicacién de la rhBMP-2

86



Asi, se observo que el uso de este método de cultivo ex ovo disefiado en esta Tesis
Doctoral, consigue dos objetivos: en primer lugar, anular la contaminacién del cultivo; y en
segundo, mejorar la supervivencia del embrién al tratamiento. Por otro lado, las tasas de
muerte asociada a la aplicaciéon de rhBMP-2 indicaron que ha disminuido la accién dafiina
de la proteina administrada al cultivo. No se observé un fallo grave en el desarrollo del
sistema cardiovascular, a diferencia de las otras aproximaciones experimentales
anteriormente descritas. Ademas, dada la falta de especificidad en la administracion
(método de la ducha), tampoco se observaron signos de diferenciaciéon ésea provocados

por la rhBMP-2.

Finalmente, se considera que los resultados relativos a los efectos de la quitina/rhBMP-2
demuestran como el vehiculo es capaz de administrar la proteina y afectar al desarrollo in
ovo de la estructura dsea embrionaria (Figura 20). La proteina exdgena aceler6 la
diferenciacion celular y motivé la aparicion de tejido 6seo en el mesénquima embrionario.
Sin embargo, el equilibrio global presente en el embrién puede verse alterado ante este
estimulo externo, provocando por su accién inespecifica muertes por edema (Tabla 7).
Esta pérdida de sujetos experimentales se suma a la ya existente debida al método
quirdrgico o a la contaminacién del cultivo. Por ello, se consideré que era necesario el
desarrollo de un método que garantice la supervivencia en este modelo experimental. Este
método de cultivo ex ovo aqui desarrollado permitié un acceso facil al embrion, facilité la
administracion de la proteina y aumenté la supervivencia de los organismos en ausencia

de contaminaciones.

Debido al éxito en la diferenciacion o6sea observada tras la administracion de
quitina/rhBMP-2 en tejido embrionario, decidimos trasladar la experimentacién a tejidos
6seos plenamente conformados en organismos adultos, en este caso conejos, a los que se

les produjo defectos dseos en la calota.

7. Regeneracion 6sea mediante el uso de matrices y transportador activado
(quitina/rhBMP-2) en el modelo de calota de conejo

En trabajos previos realizados por el Grupo de Investigaciéon de Ingenieria de Tejidos
relacionado con este modelo animal, se lleg6 a la conclusion que el tamafio de particula
Optimo para este tipo de cirugia es el empleado en este trabajo, 0,08 mm. La cantidad total
de proteina empleada es de 50 pg por muestra.

En la Tabla 11 se presenta un resumen del disefio de las operaciones.

87



Tabla 11. Resumen de operaciones, cirugia, tratamiento e histologia.

n:6

Trepanacion de 8mm de diametro Izq Drch Tricrémico de Masson
a ambos lados del hueso parietal Bio-oss Bio-oss
collagen +  collagen/
BMP2 quitina
+rhBMP-2
Trepanacion de 8mm de didmetro lzq Drch Tricrémico de Masson
I-2 a ambos lados del hueso parietal Bio-oss Bio-oss
collagen collagen/
quitina
L3 Trepanacion de 8mm de diametro I2q Drch Tricromico de Masson
a ambos lados del hueso parietal Mucograft Mucograft/
+BMP2 quitina
+rhBMP-2
L4 Trepanacion de 8mm de diametro Izq Drch Tricromico de Masson
a ambos lados del hueso parietal Mucograft Mucograft/
quitina
L5 Trepanacion de 8mm de diametro Izq Drch Tricromico de Masson
a ambos lados del hueso parietal Cerabone/ Cerabone/
quitina guitina
+rhBMP-2
L6 Trepanacion de 8mm de didmetro lzq Drch Tricrémico de Masson
a ambos lados del hueso parietal Control Control
vacio vacio

La intervencién quirurgica fue la misma para todos los sujetos, trepanacién de 8 mm de
didmetro a ambos lados del hueso parietal. Se realizé una incision vertical de unos 20mm,
a la altura de la sutura sagital en dos planos, reflejando dermis y periostio. Una vez
expuesta la calota, se crean defectos circulares en ambos parietales a cada lado de la
sutura media, a baja velocidad con fresa trefina de 8 mm de didmetro interno, bajo
irrigacién copiosa con solucién salina al 0.9%. La osteotomia se realiza con precaucién de
mantener intacta la duramadre y con ayuda de un elevador se remueve completamente la
tapa de calota. Cada animal recibi6 dos tratamientos diferentes, un control y un

experimental.

Tras la colocacién del biomaterial y su comprobacién que rellenaba completamente el
defecto, se procedié a suturar la incisién por planos, para que el periostio ayudara a
contener el injerto. El plano periostico y dérmico se cerré con sutura reabsorbible 4/0
(Vicryl 4.0 Ethicon Inc/ Johnson&Johnson). Los animales se medicaron con inyeccion
intramuscular de benzyl penicilina (40,000 IU) y 5 mg/Kg de tramadol después del
procedimiento. Se realizé un seguimiento de las heridas y se descart6 cualquier proceso
infeccioso e inflamatorio intracraneal adverso. En la secuencia de las Figuras 21, 22, 23,
24 y 25, se resume todo el procedimiento quirtrgico y manejo de cada uno de los

materiales empleados.
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Figura 21. Procedimiento quirtrgico de la osteotomia. a) Incisién. b) Osteotomia con trefina y

pieza de mano. c) Seccion 6sea retirada de la calota.

Figura 22. En la primera intervencion, dentro del Grupo de Bio-oss Collagen, a) Hidratamos el
material con thBMP-2 en disolucién (50pg totales). b) Las microparticulas de quitina activadas con
rhBMP2, se afiaden al biomaterial para que queden mezclados y formar un complejo. c¢) Conejo

operado con una buena adaptacion en el defecto.
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Figura 23. Grupo Bio-oss Collagen. a) Este biomaterial se puede adaptar su forma para que
coincida con la del defecto creado. b) Al hidratarse con la sangre del sujeto, adquiere una
consistencia maleable y permite una adaptaciéon excelente. c) La mezcla con quitina por si sola
permite manejar clinicamente de forma excelente y sellar completamente el defecto sin dejar

espacios muertos.

Figura 24. Operacion del conejo del grupo Mucograft. a) Se observa la dificultad de introducir el
material y que se quede estable dentro del defecto. b) Pellet con rhBMP-2 el cual se afiade a la otra
matriz de coldgeno en el lado derecho experimental. ¢) Aspecto de ambos defectos rellenados, el
lado derecho, gracias a las microparticulas de quitina activadas, ha sido mucho mas sencillo de
manipular y contener dentro del defecto. d) Defecto relleno con Mucograft en el lado control, el cual
también resulté de dificil manipulacién para mantenerlo dentro del defecto. En el lado

experimental con las particulas de quitina se mejora la retencién de la matriz en el defecto.
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Figura 25. Grupo Cerabone. a) el xenoinjerto bovino mezclado con quitina hace que las particulas
sean un poco mas incomodas de transportar hasta el defecto. b) Para una buena homogenizacidn,
mezclamos el xenoinjerto dentro del pellet con la quitina/rhBMP-2. c) El relleno de los defectos se

realiz6 de forma satisfactoria.

Tras dos meses de cicatrizacion, se sacrificaron a los animales y se obtuvieron las
muestras. El aspecto de los tejidos en general no presentaba infeccién ni alteraciones que

fuesen apreciables macroscépicamente.

En la Figura 26 y 27, se muestran los resultados para Mucograft activado con
quitina/rhBMP-2. Aun mostrando el relleno del defecto, al tacto el tejido formado no

presenta una dureza compatible con el tejido 6seo.

Figura 26. Muestra obtenida tras el sacrificio del conejo al que se le aplicé Mucograft/rThBMP2 en el

lado izq y Drch Mucograft/rhBMP2 /quitina .a) Cara externa de la calota. b) Cara interna.

Figura 27. Calota donde se aplic6 Mucograft en el lado izq y Drch Mucograft/quitina. a) Cara

externa de la calota. b) Cara interna.
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En el caso de Bio-Oss Collagen, (Figuras 28 y 29) las muestraspresentaban un aspecto de
relleno mucho méas soélido y al tacto la dureza nos hacia suponer una adecuada

regeneracion.

Figura 28. Resultado tras el sacrificio del conejo al que se le aplicé Bio-oss collagen/rhBMP2 en el

lado izq y Drch Bio-oss collagen /rhBMP2/quitina .a) Cara externa de la calota. b) Cara interna.

Figura 29. Resultado tras el sacrificio del conejo al que se le aplicé Bio-oss collagen en el lado izq y

Drch Bio-oss collagen /quitina .a) Cara externa de la calota. b) Cara interna.

La Figura 30 corresponde al conejo regenerado con con Cerabone, con un aspecto similar a

las muestras donde se empled Bio-Oss.

Figura 30. Resultado tras el sacrificio del conejo al que se le aplicé Cerabone/quitina en el lado izq

y Drch Cerabone/rhBMP2/quitina .a) Cara externa de la calota. b) Cara interna.
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Las muestras fueron descalcificadas, incluidas en bloques de parafina para poder ser

procesadas mediante cortes histologicos y tefiidas con tincién de Tricrémico de Masson.

La tincion Tricrémica de Masson, tiene la caracteristica de tefiir las fibras de colageno tipo
I. Por ello lo empleamos como tincién histoldgica ideal al tefiir el componente organico del
tejido dseo, cuyo aspecto es de haces o fibras gruesas para ofrecer resistencia mecanica.
Las fibras reticulares se tifien con menor intensidad y nos ayuda a diferenciar el tejido
conectivo. Otras estructuras se tifien en otros tonos como la queratina, los glébulos rojos y

el tejido muscular, en color rojo y los nucleos celulares en color lila o marrén.

La diferenciacidn entre el tejido 6seo lamelar secundario y el tejido 6seo reticular primario
se basa en la disposicion de las fibras de colageno tipo I. Si se encuentran entrelazadas sin
orden, se trata de un tejido dseo primario que estara pendiente de la remodelacién a un

tejido 6seo secundario con disposicion en haces o laminas (Figura 31).

Figura 31. Muestra de calota de conejo. El tejido mas organizado se encuentra normalmente en la

periferia del defecto y el desorganizado, en el interior.
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7.1. Histomorfometria

De este modo, las muestras experimentales sometidas a cortes histologicos se
fotografiaron y evaluaron mediante técnicas histomorfométricas. Con el analisis
histomorfométrico, se obtuvo la media y desviacién estandar en los porcentajes de
formacidn de los diferentes tejidos hallados dentro de los defectos regenerados, a

continuacion, describiremos los resultados obtenidos con cada material empleado.

Control vacio

Uno de los animales sirvio de control del defecto sin colocacion de material de
regeneracion, también conocido como control vacio. Gracias a este control podemos
comparar el resultado de producir el mismo defecto éseo en la calota y las consecuencias
de no colocar ningin tipo de biomaterial, registrando la capacidad del organismo para

resolver la agresion con los mecanismos de la osificacion.

Tras ocho semanas, la imagen del corte histolégico en un defecto de ocho milimetros de
didmetro, presenta el defecto practicamente sin contenido de tejido 6seo en su interior,

exceptuando por la periferia de la herida levemente (Figura 32).

Figura 32. Histologia del defecto quirtargico sin colocacién de biomateriales.

7.2. Bio-oss Collagen

Dos de los seis conejos sometidos a la intervencion por trepanacion de los parietales,
fueron tratados con el biomaterial comercial Bio-oss Collagen (Geistlich, Suiza) con tres
modificaciones (s6lo quitina, sélo rhBMP-2, o quitina activada con rhBMP-2), dando como

resultado cuatro muestras con diferentes condiciones (Figura 33).
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Bio-oss Collagen Bio-oss Collagen/quitina

Bio-oss Collagen/ Bio-oss Collagen/rhBMP-2/
rhBMP-2 quitina

Figura 33. a) El Bio-Oss Collagen empleado como matriz para la regeneracién 6sea de calota. b)
Bio-oss Collagen con quitina. c) Bio-oss Collagen con rhBMP-2. d) Bio-oss Collagen en combinacién
con quitina/rhBMP-2.

7.2.1. Descripcion histoldgica

Bio-oss Collagen

En el caso de la histologia de Bio-oss Collagen (Figura 33a) para servir de control del
biomaterial, observamos un aspecto de estructura dsea bien organizada y de un relleno
del defecto casi completo. El relleno estd compuesto por tejido éseo lamelar, reticular y
restos de xenoinjerto bovino procedente del Bio-oss Collagen. El xenoinjerto se diferencia
por tener un aspecto de fragmentos Oseos dispersos con osteocitos vacios y por
encontrarse dentro de areas sin tejido, producidas por el procesamiento de las muestras
para el corte histoldgico. El tejido que envuelve a los fragmentos de xenoinjerto, es el
tejido 0seo con diferentes grados de madurez, mayor en la periferia del defecto creado y

con menor grado de madurez al aproximarnos al centro del defecto.

Bio-oss Collagen/quitina
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La imagen histologica del Bio-oss Collagen afiadiéndole microparticulas de quitina (Figura
33b) para comprobar el comportamiento de ambos materiales juntos en la regeneracion,
muestra un relleno compacto, pero aparece un tejido fibroso en el centro que no es
compatible con el tejido 6seo. Mucha menor cantidad de tejido 6éseo formado y de restos

de xenoinjerto aparece en la imagen.
Bio-oss Collagen /rhBMP-2

La rhBMP-2 embebida directamente en el biomaterial para que actuase de transportador
de la proteina (Figura 33c), ha motivado un crecimiento 6seo desde el centro del defecto.
La presencia de restos de xenoinjerto es menor respecto a otras muestras. El relleno del

defecto es casi completo.

Bio-oss Collagen/quitina+rhBMP-2

Al combinar el Bio-oss Collagen con micro particulas de quitina activada con rhBMP-2
(Figura 33d), obtenemos un buen relleno del defecto , donde los bordes del defecto se
difuminan con los de la regeneracion. El aspecto del tejido 6seo presente tiene un grado de
madurez homogéneo tanto en el centro del defecto como en los limites del mismo. La
presencia de restos de xenoinjertos 0seos es equiparable a las histologias de Bio-oss
Collagen y observamos restos de microparticulas de quitina en un area del defecto que se
diferencian del xenoinjerto bovino. El aspecto es de un relleno casi completo del defecto

0seo.

7.2.2. Histomorfometria Bio-oss Collagen

Los resultados de las mediciones con la técnica de histomorfometria para cada una de las
muestras, nos permiten conocer un porcentaje de relleno del defecto de media con su

desviacion estandar. A continuaciéon describimos las muestras segun este procedimiento.

Bio-oss collagen
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Figura 34. Fotografia de una medicion histomorfometrica de un defecto regenerado con Bio-oss

Collagen.

En la imagen y su correspondiente grafica (Figura 34), se aprecia un mayor porcentaje en
la formacion del hueso reticular respecto al lamelar, indicando que tras 8 semanas existe
mayor cantidad de hueso inmaduro en el area central del defecto respecto a la periferia,

donde se asienta el tejido madurado.

Bio-oss collagen/quitina
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Figura 35. Histomorfometria de la regeneracién con Bio-oss coll/quitina.

En el caso de afiadirle al Bio-oss Collagen con microparticulas de quitina (Figura 35), no
hay aparentemente una diferencia entre sus medias en la formaciéon de hueso lamelar y

reticular, se repite la imagen de un tejido 6seo maduro en la periferia en contacto con los
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bordes del defecto y el inmaduro depositado en el interior. La presencia de restos de
xenoinjerto bovino es mayor respecto a los otros dos tejidos y a la suma de ambos como

tejido Oseo total.

Lo que hemos diferenciado es un depoésito en la zona central de la regeneraciéon de
microparticulas de quitina respecto al xenoinjerto bovino, la media de la presencia de la

quitina es del 42,49%.

Bio-oss collagen/rhBMP2
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Figura 36. Histomorfometria de la regeneracion con Bio-oss coll/rhBMP2.

Los resultados obtenidos de usar como matriz portadora de la proteina rhBMP-2 , al Bio-
oss Collagen (Figura 36) ha sido una gran presencia de tejido lamelar 6seo y reticular con

una media superior respecto a los restos de xenoinjerto de las muestras.

Bio-oss collagen/quitina+rhBMP2
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Figura 37. Histomorfometria de la regeneracion con Bio-oss coll/quitina+rhBMP2.
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Las histologias de las regeneraciones de Bio-oss Collagen combinando con microparticulas

de quitina activada con rhBMP-2 (Figura 37) ofrecieron unos buenos resultados de relleno

del defecto. Las medias fueron similares respecto a la formacién de tejido lamelar y

reticular pero si hubo una mayor cantidad de xenoinjerto dentro de la regeneracion. El

tejido 6seo total formado que rellené el defecto fue superior al 60%, presentando una gran

desviacion entre las muestras.

Para facilitar la comparacién posterior entre las cuatros muestras que emplearon Bio-oss

Collagen, se representan las variables analizadas en la siguiente figura (Figura 38).
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Figura 38. Tablas con los porcentajes de relleno del defecto de los diferentes tejidos para cada una

de las muestras.
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7.2.3. Comparacion de resultados entre muestras

Para poder determinar qué material consiguié mejor resultado en la regeneracion los
compararemos mediantes test de ANOVA para un factor, utilizandola media con su

desviacion tipica.

Asi haremos las comparaciones que consideramos mas representativas como la diferencia
entre el biomaterial comercial sélo respecto al control quirtrgico vacio, donde el
organismo tratard de resolver la cobertura del defecto por sus propios mecanismos

intrinsecos.

Otro grupo es la comparaciéon del biomaterial contra el mismo con afiadido de
microparticulas de quitina; el tercero sera las diferencias entre el biomaterial solo y su
homoélogo activado con rhBMP-2; un cuarto grupo consiste en el biomaterial vs
biomaterial con quitina activada con rhBMP-2; la comparacién entre el control con los
experimentales en la presencia de xenoinjerto y por ultimo comparar el biomaterial con

rhBMP-2 vs biomaterial con rhBMP-2 y quitina.

Bio-oss Collagen vs Control vacio

La cantidad de tejido 6seo formado dentro del control vacio es inferior al 20% del defecto
(Figura 39). Es un resultado significativo respecto al Bio-oss Collagen que supero6 el 60%
(F>7,7)(Figura 40). La falta de un biomaterial que estabilice al coagulo sanguineo y
permita a las osteoblastos tener unos cimientos para sintetizar tejido 6seo, ofrece estos
resultados para un defecto 6seo de 8 mm de didmetro, el cual supera la capacidad del
organismo de reparar dicho defecto. Lo que si se aprecia es una leve formacidn de tejido
6seo en la periferia del defecto, donde los osteoblastos tienen un sustrato para poder

iniciar la regeneracién pero limitada en el espacio.

100



100
90
80
70
60
50
40
30
20 =
10

Bio-oss Coll Control vacio

Figura 39. Porcentaje de tejido dseo. Comparativa entre material control, respecto al control de

defecto vacio.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuento Suma Promedio Viarionza
Bio-oss coll 3 1858 619333333 735043333
Control vacio 3 5565 18,55 05421

AMALISIS DE WARIANZA

Origern de fos Suma de Grodos de Promedio de Valor critico
varigcianes cuodrodos libertod los cuadrados F Probabilidod parg F
Entre grupos 2823 17042 1 282317042  715,402849 1,1615E-05 770864742
Dentro de los
grupos 15,7850667 4 3,94626667
Total 2838 95548 5

Figura 40. Analisis de la varianza (ANOVA) de la comparaciéon de porcentaje de tejido dseo

formado en la regeneracion empleando Bio-Oss Collagen vs Control vacio.

Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen con quitina

Existen diferencias estadisticamente significativas entre la formacion de tejido dseo entre
ambos grupos (Figura 41) con una F>7,7. La mayor formacion de hueso reticular de media
supuso la mayor diferencia entre las muestras (Figura 42). No hemos observado efecto
patolégico en la inclusién de la quitina pero en vista de los resultados, parece no favorecer

una mayor cantidad de hueso reticular a 8 semanas de cicatrizacion.
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Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Bio-oss coll 3 185,8 61,9333333 7,35043333
Bio-oss
coll/quitina 3 131,79 43,93 39,4261

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Origende las Sumade  Gradosde los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad  para F
Entre grupos 486,180017 1 486,180017 20,7873471 0,01034422 7,70864742
Dentro de
los grupos  93,5530667 4 23,3882667
Total 579,733083 5

Figura 41. Analisis de la varianza (ANOVA) de la comparacidn de porcentaje de tejido 6seo
formado en la regeneracién empleando Bio-Oss Collagen vs Bio-Oss Collagen con quitina.
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Figura 42. Graficas que muestran las diferencias del porcentaje de relleno de los diferentes tejidos
en el defecto, comparando Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen con quitina.

Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen/rhBMP-2

No hubo diferencias significativas en la formacion de tejido 6seo total en el caso del Bio-
oss Collagen/rhBMP-2, respecto al Bio-oss Collagen con una F<7,7 (Figura 43). Sin
embargo si hubo diferencias significativas en la formacién de tejido 6seo inmaduro, como
si el efecto de aplicacién de la rhBMP-2 de forma exd6gena acelerase la formacién de este

tejido respecto al material control (Figura 44).
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Bio-oss
coll/rhBMP2 3 156,41 52,1366667 284,291733
Bio-oss coll 3 185,8 61,9333333 7,35043333

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origen de las Sumade  Gradosde los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad  paraF
Entre grupos 143,962017 1 143,962017 0,98725104 0,37665525 7,70864742
Dentro de

los grupos 583,284333 4 145,821083

Total 727,24635 5

Figura 43. Analisis de la varianza (ANOVA) de la comparacidn de porcentaje de tejido dseo
formado en la regeneracion empleando Bio-Oss Collagen vs Bio-Oss Collagen con rhBMP-2.
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Figura 44. Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen con rhBMP-2.

Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen/quitina+rhBMP-2

Blo-oss coll

La diferencia en la formacién de hueso lamelar maduro, entre Bio-oss collagen y Bio-oss

Collagen/quitina+rhBMP-2, fue significativa (F>7,7)(Figura 45). Sin embargo, no se

encontraron diferencias tanto en la formacion de hueso reticular como en el tejido 6seo

total, aunque en éste ultimo, la media de tejido 6seo total fue superior para fue superior

para Bio-oss Collagen/quitina+rhBMP-2 (Figura 46).
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Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Bio-oss coll 3 185,8 61,9333333 7,35043333
Bio-oss
coll/rhBMP2
+guitina 3 194,44 64,8133333 123,629233

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Origen de las  Suma de  Gradosde los Valor critico
variaciones cuadrados  libertad  cuadrados F Probabilidad  para F
Entre grupos 12,4416 1 12,4416 0,18997758 0,68542609 7,70864742
Dentro de
los grupos 261,959333 4 65,4898333
Total 274,400933 5

Figura 45. Analisis de la varianza (ANOVA) de la comparacidn de porcentaje de tejido 6seo
formado en la regeneracién empleando Bio-Oss Collagen vs Bio-Oss Collagen con quitina y rhBMP-
2.
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Figura 46. Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen con quitina y rhBMP-2.

Bio-oss Collagen/rhBMP-2 vs Bio-oss Collagen/quitina +rhBMP-2

La presencia de la quitina no produjo diferencias estadisticamente significativas(F<7,7)
(Figura 47) en la regeneracion de tejido 6seo al estar activados ambos materiales con la
proteina morfogenética. Sin embargo la media de formacién de nuevo tejido 6seo fue

mayor con Bio-oss Collagen/quitina +rhBMP-2 (Figura 48).
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEMN

Grupos Cuwento Suma Promedic Varignzo
Bio-oss collf
rhBMP2 3 156,41 52,1366667 284,291733
Bio-oss collf
rhBMP2+guitina 3 194 44 64,8133333 123 628233

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de los Suma de Groogos de Promedio de los
varigciones cuodrodos libertad cuodrodos
Entre grupas 241046817 1 241046817

Dentro de los
Erupos 815841933 4 203960483
Total 105688875 5

1,18183097

Valor critico
Probabilidod para F
0,33510668 7.70864742

Figura 47. ANOVA del tejido dseo formado en la regeneracion empleando Bio-Oss

Collagen/rhBMP-2 vs Bio-Oss Collagen con quitina y rhBMP-2.
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Figura 48. Bio-oss Collagen/rhBMP-2 vs Bio-oss Collagen/quitina+rhBMP-2.

% Xenoinjerto en Bio-oss Collagen vs Bio-oss Collagen/experimental

Una observacion al analizar las muestras es que existen diferencias en la cantidad de

xenoinjerto remanente en la regeneracion (Figura 49). Al compararlas respecto al

biomaterial control es estadisticamente significativa la menor presencia de material en los

grupos experimentales. En el caso de comparar experimentales Bio-oss Collagen/rhBMP-2

vs Bio-oss Collagen/rhBMP-2+quitina, la cantidad de xenoinjerto fue menor en el caso de

Bio-oss Collagen/rhBMP-2 de forma significativa (F>7,7).
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Figura 49. Media y desviacion estandar de la cantidad de xenoinjerto presente en las cuatro
muestras de Bio-oss collagen

7.3. Mucograft

Se trataron dos conejos con la matriz tridimensional de coldgeno comercial, Mucograft
(Geistlich, Suiza) con las mismas modificaciones que el Bio-oss Collagen. El manejo clinico
durante la operacion fue mas complicado y a la vista de las muestras obtenidas en el
sacrificio a los dos meses, macroscopicamente el aspecto del tejido formado no parecia
tener las caracteristicas fisicas del tejido 6seo. También fueron tratadas las muestras con
el mismo procedimiento de descalcificacion, inclusién en parafina, corte con el microtomo

y tefiidas mediante Tricrémico de Masson (Figura 50).
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Figura 50. a) Mucograft empleado como matriz de coldgeno para regeneracion de defecto 6seos en

la calota. b) Mucograft con quitina. c) Mucograft con rhBMP-2. d) Mucograft con quitina+rhBMP-2

7.3.1. Descripcion histoldgica
Mucograft

El procesamiento histologico de las muestras en las que se empleé el Mucograft (Figura
50a), resulté complejo y se obtuvieron muy pocos cortes representativos. De los que
fueron aptos para el analisis, podemos observar amplias areas vacias de tejido, grandes
cantidades de xenoinjerto de coldgeno procedente de la matriz y muy poco tejido 6seo

dentro del defecto quirargico.
Mucograft/quitina

La combinacién de microparticulas de quitina con Mucograft (Figura 50b), provoca que el
defecto no tenga areas vacias rellenando el espacio con una red densa de xenoinjerto de

colageno en el centro del defecto y tejido dseo reticular principalmente en la periferia.

Mucograft/rhBMP-2
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La proteina absorbida en la matriz de coldgeno (Figura 50c), dio como resultado grandes
ausencias de tejido dentro del defecto, ocupado en gran parte por xenoinjerto de coldgeno

y hubo una regeneracion de tejido 6seo tanto lamelar como reticular casi inexistente.
Mucograft/quitina+rhBMP-2

El empleo de Mucograft con quitina activada con rhBMP-2 (Figura 50d), no presentd un
relleno de tejido duro dentro del defecto, los cortes histolégicos mostraron un tejido

denso de coldgeno en el centro del defecto y un tejido 6seo reticular en la periferia.

7.3.2. Histomorfometria Mucograft

Al aplicar las mediciones por histomorfometria de este grupo de muestras los resultados

obtenidos fueron los siguientes.

Histomorfometria de Mucogarft
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Figura 51. Fotografia de una medicion histomorfometrica de un defecto regenerado con

Mucograft.

En la imagen medida y su correspondiente grafica (Figura 51), se aprecia una diferencia
significativa en la cantidad de xenoinjerto presente en el defecto respecto al resto de
tejidos, en un 50% de media. También se aprecia que el tejido 6seo apenas rellena mas del

10% del defecto, tras 8 semanas no se aprecia mejora de la regeneracién del defecto.

Mucograft/quitina
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Figura 52. Histomorfometrica de un defecto regenerado con Mucograft con quitina

En el caso de la combinacion de Mucograft con microparticulas de quitina (Figura 52),
hubo un mayor relleno del defecto con casi un 50% de tejido 6seo y menor restos de

xenoinjerto de colageno, superior al 30%.

Mucograft/rhBMP-2

100
80
T

60

40

20 T

0 T T T 1

Hueso Hueso  Xenoinjerto Tejido éseo
lamelar reticular total

Figura 53. Histomorfometrica de un defecto regenerado con Mucograft con rhBMP-2.

La liberacién de la rhBMP-2 del colageno proveniente de la matriz del Mucograft, (Figura
53) no ayud6 a la formacién de tejido 6seo, apenas rellenando un 15%. Casi un 65% del

defecto se encontraba ocupado por xenoinjerto de colageno.

Mucograft/quitina+rhBMP-2
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Figura 54. Histomorfometrica de un defecto regenerado con Mucograft con quitina activada con
rhBMP-2.

En el caso de afiadirle al Mucograft microparticulas de quitina activada con rhBMP-2
(Figura 54), dio como resultado una ocupacién del defecto de mas del 80%, sin embargo se

trataba principalmente por material del xenoinjerto de colageno.

Para facilitar la comparacién posterior entre los cuatro grupos (Figura 55), se representan

las variables analizadas de forma global en la siguiente figura:
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Figura 55. Comparando las cuatro muestras con sus medias y desviaciones, se aprecia poca

formacién 6sea y mucha cantidad de xenoinjerto presente en esta serie de regeneraciones.

7.3.3. Comparacion de resultados entre muestras

Mucograft vs Control vacio

La cantidad de tejido 6seo formado dentro del control vacio es inferior al 20% del defecto

(Figura 56). En esta situacion, la cantidad de tejido 6seo conseguido con Mucograft fue

inferior a la del control vacio de manera estadisticamente sinificativa (F>10,12) (Figura

57).
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40

20
0

Mucograft Control vacio

Figura 56. Media y desviacion estandar para la formacion de tejido 6seo entre Mucografty el

control vacio.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Sumao Promedio Vorionza
Mucograft 2 24,04 12,02 10,8578
Control vacio 3 55,65 18,55 05421

AMALISIS DE WARIANTA

Crigen de las Suma de Grodos de Promedio de Valar critico
varigciones cugdrodos litvertad los cuodrodos F Probabilidad paro F
Entre grupos 51,16308 1 51,16508 12,8543596 0,03714647 101279645
Dentro de los
grupos 11,342 3 3,93066567
Total 63,11108 4

Figura 57. Anilisis de la varianza (ANOVA) de la comparacién de porcentaje de tejido 6seo

formado en la regeneraciéon empleando Mucograft vs Control vacio.
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Mucograft vs Mucograft con quitina

Las microparticulas de quitina, mostraron un mejor resultado para la formacién de tejido

0seo reticular en combinacién con el Mucograft de manera significativa (F>10,12)(Figura

58), con una media de relleno del defecto mayor del 40%, respecto al Mucograft control

(Figura 59).

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Mucograft 2 24,04 12,02 10,8578
Mucograft/quitina 3 145.7 48 5666667 0,32363333
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Promedic de los

variacicnes cugdrados Grados de libertad cugdrados F Probabilided  Volor critico para F
Entre grupas 1602, 79061 1 160279061 417 935157 0,00025591 10,1279645
Dentro de los
grupos 11,5050667 3 3,83502222
Total 1614, 29568 4

Figura 58. ANOVA Mucograft vs Mucograft/quitina para la variable tejido dseo.
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Figura 59. Media y desviacién estandar de Mucograft vs Mucograft/quitina.

Mucograft vs Mucograft/rhBMP-2
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Al aplicar rhBMP-2 a la matriz de coldgeno, no hubo diferencias estadisticamente

significativas en la formacién de los diferentes tejidos 0seos entre ambos materiales

(F<10,12) (Figura 60). Sin embargo, si se detectd una tendencia a encontrar una mayor

cantidad de tejido 6seo de media para Mucograft con rhBMP-2 (Figura 61). Posiblemente,

los resultados son tan similares porque el coldgeno por si sélo no tiene capacidad de

liberacién lenta de la rhBMP-2.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEM

Grupos Cuenta Suma Promedio Varionzo
Mucograft 2 24,04 12,02 10,8578
Mucograft/
rhEmMP2 3 4595 153166667 19 6226333

AMNALISIS DE VARIANZA

Origen de las  Suma de Grodos de  Promedio de Valor critico
vorigciones cuadrodos tibertad los cuadrados F Probobilidad para F
Entre grupos 130416133 1 13,0416133 0,73038713 044194742 10,1279645
Dentro de los
Erupos 50,1030667 3 1s,7010222
Total 63,14468 4

Figura 60. ANOVA Mucograft vs Mucograft/rhBMP-2 para la variable tejido 6seo.
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Figura 61. Media y desviacion estdndar de Mucograft vs Mucograft/rhBMP-2.

Mucograft vs Mucograft/ quitina+rhBMP-2

La comparacion de Mucograft con quitina portadora de rhBMP-2 respecto a Mucograft,

demostré que las diferencias no fueron estadisticamente significativas (F<10,12)(Figura
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62). Sin embargo formé mayor cantidad de tejido 6seo de media
Mucograft/quitina+rhBMP-2 (Figura 63).
Analisis de varianza de un factor
RESUMENM
Grupos Cuenta Suma Promedic Varianza
Mucograft 2 24 04 12,02 10,8578
Mucograft/
rhBMP2+guitina 3 60,7 20,2333333 14, 2536333
AMALISIS DE VARIAMZA
Origen de las Suma de Grodos de Promedio de los Valor critico
varigciones cugdrados libertad cuodrodas F Probabilidad para F
Entre grupas £0,9506133 1 80,9506133 6,16922212 0,08857096 10,1279645
Dentro de los
Erupas 393650667 3 13,1216889
Total 12031568 4

Figura 62. ANOVA Mucograft vs Mucograft/quitina+rhBMP-2 para determinar las diferencias

estadisticas en la variable de formacion de tejido dseo.

% Hueso lamelar

100
a0
a0
0
&0
50

40 % Tejido oseo
30
20 100
10 T I 30
. — , — &0
Mucograft Mucograft/rhBMP2+guitina ki)
[4]
% Hueso reticular ﬁ
100 30
an 20 —
80 10 |

i Mucograft
(1)
50
40
£
20
1” —
a —

Mucograft

Mucograft/rhEMP2+guitina

Pucograft/rhBMP2+quitina

Figura 63. Media y desviacién estdndar de Mucograft vs Mucograft/quitina+rhBMP-2.

Mucograft/quitina vs Mucograft/quitina+rhBMP-2

La presencia de las microparticulas de quitina con la capacidad de adsorcién de la rhBMP-

2, permite su accién osteoinductiva en funcién del tiempo, es por ello que hubo diferencias
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estadisticamente significativas en la formacion de hueso lamelar. Curiosamente la
formaciéon de tejido Oseo total, aunque fue mayor en la regeneraciéon de

Mucograft/quitina+rhBMP-2, la diferencia no fue significativa (F<7,7)(Figura 64, 65).

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Pramedio Varignza
Mucograft/
rhBMP2 3 45,95 153166667 19,6226333
Mucograft/
rhBMP2+guitina 3 60,7 20,2333333 142536333

AMALISIS DE VARLANZA

Origen de las Suma de Pramedio de fos Valor critico paro
variaoiones curdrodos Grodos de libertod cugdrados F Probabilidiod 3
Entre grupos 36, 2604167 1 36,2604167 2,14075636 021726351 7. 70BEAT4A2
Dentro de los
grupos 67,7525333 4 16,9381333
Total 1044 01295 5

Figura 64. ANOVA Mucograft/rhBMP-2 vs Mucograft/quitina+rhBMP-2 para determinar las

diferencias estadisticas en la variable de formacion de tejido 6seo
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Figura 65. Media y desviacion estandar de Mucograft/rhBMP-2 vs Mucograft/quitina+rhBMP-2.

% Xenoinjerto de colageno en Mucograft vs Mucograft/experimental

La imagen mas llamativa de la regeneracion observada con el biomaterial Mucograft es la

gran cantidad de xenoinjerto presente (Figura 66). A diferencia del xenoinjerto bovino, la
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matriz tridimensional que se emplea tiene un origen porcino. Observamos mayor cantidad
de xenoinjerto en aquellos modelos donde se empled la rhBMP-2. Al compararlas respecto
al biomaterial control es estadisticamente significativo (F>10,12). La mayor presencia de
xenoinjerto esta en el caso de Mucograft con quitina y rhBMP-2, asi como con Mucograft
con thBMP-2. El material que presentaba menor cantidad de xenoinjerto, de forma

significativa, fue el Mucograft con quitina (F>10,12).

©
(e}
L

Figura 66. Porcentaje de xenoinjerto. Media y desviacién estdndar del xenoinjerto remanente en

las regeneraciones.
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7.4. Cerabone

El ultimo de los biomateriales comerciales testados es el Cerabone (Botiss, Alemania), un
xenoinjerto bovino desproteinizado. El mas empleado y estudiado es el de Bio-Oss
estandar (Geistlich, Suiza) pero este producto al tener un mismo origen y pero diferente
método de desproteinizacién, optamos por utilizarlo en este estudio y asi ver sus
resultados como control de los xenoinjertos estandar. A diferencia de los otros dos
experimentos anteriores, la regeneracion se hizo en un solo conejo y por ello disponemos
de dos condiciones experimentales: Cerabone con quitina y Cerabone con quitina y

rhBMP-2 (Figura 67).

Cerabone/quitina Cerabone/rhBMP-2/quitina

RIS MR <

Figura 67. a) Cerabone mezclado con quitina. b) Cerabone mezclado con quitina/rhBMP-2.
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7.4.1. Descripcion histoldgica

Cerabone/quitina

El cerabone con quitina (Figura 67a) resulté en una imagen histologica de un tejido 6seo
bien organizado pero con areas vacias, similar a una regeneraciéon habitual cuando se
emplean estos materiales en la practica clinica. El tejido 6seo lamelar se dispone en la
periferia del defecto y el tejido 6seo reticular se encuentra hacia el interior del mismo. Hay

presencia de restos de xenoinjertos dseos que no se han reabsorbido.
Cerabone/ quitina+ rhBMP-2

La quitina/rhBMP-2 anadida al Cerabone (Figura 67b), muestra un mejor relleno del
defecto, mas compacto y sin tantas zonas vacias, gracias a una mayor cantidad de tejido
6seo reticular. Al observar la periferia del defecto 6seo, los limites entre el borde del
defecto y el injerto, se difuminan por el hueso lamelar. También se ha detectado una

menor cantidad de restos de xenoinjerto.

7.4.2. Histomorfometria Cerabone

Histomorfometria Cerabone/quitina
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Figura 68. Histomorfometria de un defecto regenerado con Cerabone con quitina

En el andlisis histolégico (Figura 68) podemos observar una mayor formacién de tejido

6seo lamelar respecto al reticular y un 60% de relleno del defecto con tejido 6seo
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regenerado. Casi el 20% del defecto estd compuesto por restos de xenoinjerto 6seo

bovino.

Histomorfometria Cerabone/quitina+rhBMP-2
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Figura 69. Histomorfometria de un defecto regenerado con Cerabone/ quitina+rhBMP-2.

Respecto a la anterior histologia, se aprecia una gran cantidad de hueso inmaduro
repartido por casi todo el defecto de forma homogénea (Figura 69). Tanto el hueso lamelar
y la presencia de xenoinjerto no sobrepasaron el 10% del relleno del defecto. En cambio, la

formacidn de hueso reticular ocup6 un 45% del defecto.

7.4.3. Comparacion de resultados entre muestras
Cerabone/quitina vs Control vacio

Al no disponer de un control de Cerabone solo, comparamos las diferencias con el Control
vacio con Cerabone con quitina (Figura 70), se puede apreciar que un material de
regeneracion como Cerabone con quitina en un defecto dseo tras ocho semanas, frente al
control vacio, produjo un relleno del defecto con tejido 6seo total de un 60% frente a casi

el 20%. Los resultados fueron estadisticamente significativos (F>7,7)(Figura 71).
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Figura 70. Porcentaje de tejido dseo. Cerabone vs control vacio. Observamos que el porcentaje de

relleno de tejido 6seo fue muy superior respecto al control vacio.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuento Suma Promedic Varionza
Cerabone/
quitina 3 180,66 60,22 1254381
Control vacio 3 55,65 1855 05421

AMALISIS DE VARIANZA

Origen de las Zuma de Grodos de Promedio de Valor critico
varigciones cuadrados libertad los cuadrodos F Probabilidad para F
Entre grupos 2604,58335 1 2604, 58335 41,3254068 000301048 7. T0BGATA2
Dentro de los
grupos 252,0804 4 63,0201
Total 2856 66375 5

Figura 71. Andlisis de la varianza (ANOVA) de la comparacién de porcentaje de tejido dseo

formado en la regeneracién empleando Cerabone/quitina vs Control vacio.
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Cerabone/quitina vs Cerabone/quitina +rhBMP-2

La presencia de quitina sin activar y activada con rhBMP-2 mezclada con el Cerabone, dio
resultados variados. Se formé mas cantidad de hueso lamelar, de manera estadisticamente

significativa con Cerabone con quitina(F>7,7) (Figura 72).

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varignza
Cerabone/
rhBMP2+quitina 3 23,85 7,95 25,8241
Cerabone/quitina 3 113,15 37, 7166667 101,268033

AMALISIS DE MARIAMZA

Origen de las Promedio de los
VOriOCiones Sumo de cugdrodos  Grodos de libertad cugdrodos F Probabilidod Valor critico para F
Entre grupos 132908167 1 132908167 209152468 0,01023504 770864742
Dentro de los grupaos 254, 184267 d 63, 5460667
Total 1583 26593 5

Figura 72. ANOVA Cerabone/quitina vs Cerabone/quitina+rhBMP-2 en la formacién de hueso

lamelar.

En el caso del hueso reticular el resultado fue el contrario, Cerabone con rhBMP-2 tuvo
mas cantidad de este tejido de forma significativa (F>7,7), posiblemente por la influencia

de la accion de la rhBMP-2 (Figura 73).

Andlisis de warianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuento Suma Promedio Varignzo
Cerabone/
rhBMP2+quitina 3 142,54 47,5133333 826,5658333
Cerabone/quitina 3 67,51 22,5033333 2,18363333

AMALISIS DE VARIANZA

Origen de las Promedio de los

varigoiones Suma de cuodrodos Grodos de libertod cuadrodos F Probabilidod Valor critico para F
Entre grupos 93825015 1 938,25015 210489235 001012278 7, 70854742
Dentro de los
Zrupos 178,298533 4 44 5747333
Total 111654508 5

Figura 73. ANOVA Cerabone/quitina vs Cerabone/quitina+rhBMP-2 en la formacién de hueso

reticular.
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Tras la suma de ambos tejidos 6seos formados, el tejido 6seo total regenerado en el
defecto (Figura 74) fue mayor en Cerabone quitina de manera estadisticamente

significativa(F>7,7).

Analisis de varianza de un factor

RESLIMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Vrignza

Cerabone/
rhBMP2+quitina 3 7757 25, 8566667 12,6854333
Cerabone/quitina 3 180,66 60,22 1254981
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de los Promedio de los

Variociones Sumo de cugdrodos Grados de libertad cugdrados F Probabilidad Valor crifico para F
Entre grupos 1771,25802 1 1771,25802 25636311 0,0071643 ¥, 70864742
Dentro de los grupos 276,367067 4 690917667
Total 2047,62508 5

Figura 74. ANOVA Cerabone/quitina vs Cerabone/quitina+rhBMP-2 en la formacidn de tejido 6seo

total regenerado.

La dltima variable estudiada, la presencia de xenoinjerto (Figura 75) remanente también
fue significativamente menor (F>7,7) en el caso de Cerabone con quitina como
transportador de rhBMP-2 , demostrando una posible influencia en la menor presencia de

xenoinjerto con la rhBMP-2.

Andlisis de varianza de un factar

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Vigrignza

Cerabone)
rhBMP2+quitina 3 18,85 6,28333333 4,99773333
Cerabone/quitina 3 52,84 176133333 316681333
AMALISIS DE WARIANZA

Origen de los Promedio de los

viariaciones Sumo de cuodrodos  Grodaos de libertad cuadrados F Probobilidad Valor critico para F
Entre grupas 192,55335 1 192,55335 10,5031352 0,031645834 7, 70864742
Dentro de |los grupos 73,3317333 4 18,3329333
Total 265,885083 5

Figura 75. ANOVA Cerabone/quitina vs Cerabone/quitina+rhBMP-2 en la presencia de xenoinjerto.
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En la siguiente figura de tablas se muestra la comparacién entre ambos materiales (Figura

76).
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Figura 76. Media y desviacion estdndar de las cuatro variables entre Cerabone/quitina y

Cerabone/quitina+rhBMP-2.

8. Comparacion entre biomateriales

Se determinaron las diferencias entre las muestras que emplearon el mismo biomaterial,

Bio-oss Collagen, Mucograft y Cerabone. Con los resultados obtenidos, se midieron las

diferencias entre estos materiales con las mismas variables para determinar si existen

diferencias estadisticamente significativas.
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8.1. Formacion de tejidos en la regeneracion entre los diferentes biomateriales
Bio-oss Collagen vs Mucograft

La comparacién de ambos biomateriales control para la regeneracion del defecto dseo en
calota (Figura 77), dio como resultado una formacién de tejido 6seo total, lamelar maduro
y reticular inmaduro, significativamente mayor en el caso de Bio-oss Collagen respecto al
Mucograft (F>10,12). La presencia de restos de xenoinjerto fue de media mayor para

Mucograft, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativo.
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Figura 77. Media y desviacion estandar de las cuatro variables entre Bio-oss Collagen y Mucograft.
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Bio-oss Collagen /rhBMP-2 vs Mucograft/rhBMP-2

En el caso de formacién de hueso lamelar entre Bio-oss Collagen con rhBMP-2 y Mucograft

con thBMP-2 (Figura 78), hubo diferencias estadisticamente significativas (F>7,7), con

mayor regeneracion de hueso lamelar para Bio-oss collagen con rhBMP-2. Respecto al

hueso reticular, no hubo diferencias significativas.

El tejido 6seo global regenerado, fue estadisticamente significativamente mayor para el

Bio-oss Collagen. La cantidad de xenoinjerto residual en ambas regeneraciones mostré

una mayor cantidad de xenoinjerto de coldgeno porcino para Mucograft con rhBMP-2

(65%), respecto al Bio-oss Collagen (10%), siendo estos resultados estadisticamente

significativos.
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Figura 78. Media y desviacion estandar de las cuatro variables entre Bio-oss Collagen/rhBMP-2 y

Mucograft/rhBMP-2.

125



Bio-oss Collagen/quitina vs Mucograft/quitina vs Cerabone/quitina

En esta situacién tenemos la misma condicién experimental para los tres biomateriales

(Figura 79). En la regeneracion, la cantidad de tejido 6seo lamelar fue significativo para el

Cerabone con quitina, mientras que el hueso reticular fue mayor en el Mucograft con

quitina respecto a los otros dos y también hubo diferencias significativas entre Bio-oss

Collagen con quitina y Cerabone con quitina (F>7,7). Las diferencias entre porcentaje de

relleno de tejido 6seo no fue significativo entre los tres biomateriales. Por ultimo, la

cantidad de xenoinjerto presente en la regeneracion, en el caso de Bio-oss Collagen con

quitina fue el que menor cantidad de xenoinjerto presentaba, mientras que Mucograft con

quitina el que mas material conservo.
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Figura 79. Media y desviacion estandar de las cuatro variables entre Bio-oss Collagen/quitina,

Cerabone/quitina y Mucograft/quitina.
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Bio-oss Collagen/quitina+rhBMP-2 Vs Mucograft/quitina+rhBMP-2 Vs
Cerabone/quitina+rhBMP-2

Los resultados en la ultima comparacion de los tres biomateriales combinados con
microparticulas de quitina activada con rhBMP-2 fueron los siguientes (Figura 80): se
form6 mayor cantidad de manera significativa de tejido 6seo lamelar en Bio-oss Collagen

con rhBMP-2 y quitina en comparacion a los otros dos materiales (F>7,7).

El hueso reticular se form6 en menor cantidad de manera significativa en Mucograft con
rhBMP-2 y quitina respecto a los otros dos (F>7,7) y entre los dos Xenoinjertos 4seos

bovinos activados, no hubo diferencias significativas.

En el caso de la suma de ambos tejidos 6seos, el Bio-oss Collagen/quitina+rhBMP-2 fue el
que mayor porcentaje de regeneracion del defecto 6seo consiguid, (mas del 60%), de

manera estadisticamente significativa frente a los otros biomateriales (F>7,7).

Respecto a la cantidad de xenoinjerto remanente en las regeneraciones, se observé mas
del 80% ocupado de xenoinjerto con Mucograft con quitina/ rhBMP-2, y el que menos

cantidad, inferior al 10%, para el Cerabone con quitina/ rhBMP-2.
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Figura 80. Media y desviacion estdndar de las cuatro variables entre Bio-oss

Collagen/quitina+rhBMP-2, Mucograft/quitina+rhBMP-2 y Cerabone/quitina+rhBMP-2.
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9. Inmunohistoquimica. Deteccion de osteocalcina

Para determinar si la proteina rhBMP-2 ejerce su acciéon osteoinductiva cuando se
encuentra unida al soporte quitina, realizamos una tincién inmunohistoquimica para
osteocalcina de las muestras obtenidas de las cirugias en calota de conejos. En la
interpretacion, prima la intensidad de la tincién que demuestra la expresién de la
osteocalcina, en este caso de color marrén. Desgraciadamente no todas las muestras
soportaron el procesamiento, pero si logramos cortes de los tres biomateriales
comerciales que nos pueden ayudar a comprender como acttia la rhBMP-2 y se expresa la
osteocalcina. La Osteocalcina es secretada solamente por los osteoblastos y juega un papel
crucial en la regulacion metabdlica del cuerpo y en los mecanismos pre-osteoblasticos o
formacion 6sea. La expresion de esta proteina en el tejido dseo se observa como tincion

marroén utilizando esta técnica.

Hemos observado una mayor densidad de expresidon de osteocalcina en la cercania a los
fragmentos de xenoinjerto (actividad maxima). Existe una alta concentracién del epotopo,
diferencidndose bien las areas del tejido conjuntivo y del dseo. Se puede identificar como
control positivo la tinciéon moderada del hueso autoctono con aspecto de estructura bien

organizada (Figura 81).
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Figura 81. Tincién Inmunohistolégica de Anti-Osteocalcina.

Se puede observar que la expresion de la proteina aumenta en general con el uso de la
rhBMP-2 en el tratamiento, sea afadida directamente al material o mediante las
microparticulas de quitina. Respecto a los diferentes materiales, es destacable el aumento
en la expresion mediante las las microparticulas activadas con rhBMP-2 en los casos con
Mucograft. Con Bio-oss Collagen, la osteocalcina se expresa en un tejido 6seo mas
complejo, aumentando su expresion con el uso del material activado. Por tultimo, se

observa un efecto similar pero con menor intensidad en el grupo de Cerabone.
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VII. Discusion

1. Efecto de la quitina-rhBMP-2 en el embrion

La ingenieria de tejidos es un campo de investigacién que persigue la restauracion
completa de tejidos u érganos que se han perdido, empleando biomateriales, factores de
crecimiento y células (Atala, 2004). La rhBMP-2 es uno de los factores de crecimiento mas
estudiados y empleados en la ingenieria de tejidos por su capacidad de inducir la
formacién de hueso ectépico e inducir la diferenciacién celular hacia un fenotipo
osteoblastico (Cao y Cheng, 2005). En la actualidad se comercializan productos que
contiene BMP, como por ejemplo, INFUSE Bone graft, esponjas de colageno portadoras de
rhBMP-2, aprobadas por la FDA para las regeneraciones 6seas en fusion espinal entre
cuerpos vertebrales, fracturas abiertas de tibia, elevaciones de seno y regeneracion de
defectos post-extraccion (Wallace et al, 2014). Sin embargo, en la documentacién del
fabricante, en el apartado de efectos adversos, se reconoce que no existen suficientes
estudios de los efectos en mujeres embarazadas. Se describe en las instrucciones de uso
de INFUSE, que la rhBMP-2 habia demostrado producir anticuerpos con capacidad de
atravesar la barrera placentaria en un estudio experimental en conejos. No tiene tampoco
establecido la seguridad en madres en periodo de lactancia, por lo que en las
recomendaciones del fabricante se advierta a las pacientes que vayan a someterse a este
tratamiento, el evitar quedarse embarazadas hasta pasado un afio post-tratamiento

(INFUSE Bone Graft, instrucciones de uso, 2012).

Para poder analizar los posibles efectos de esta proteina durante el desarrollo
embriolégico, empleamos el modelo del embrién de pollo como sujeto ideal para
comenzar nuestro estudio. Las ventajas que ofrece como modelo organico para estudio de
la biologia del desarrollo es que el embrién se desarrolla fuera de la hembra y es
facilmente accesible para la manipulacién experimental. Varias técnicas han permitido a
los cientificos al examinar el embrién dentro del huevo (in ovo), sin embargo el acceso al

embrién puede ser limitado en los tltimos estadios de desarrollo.

El embrién aviar ha sido muy relevante en el desarrollo craneofacial humano debido a los
tejidos que componen las prominencias faciales (el ectodermo superficial, la cresta neural,
el mesodermo y el endodermo) que estan altamente conservados entre aves y otras

especies de mamiferos (ratones y humanos) (Brugmann et al, 2006).
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Este grado de conservacién morfoldgica y celular ha permitido al embrién de esta ave
situarse a la vanguardia de modelos animales para enfermedades craneofaciales humanas,

como por ejemplo las ciliopatias craneofaciales (Schock et al,, 2016).

Al analizar la accién de la rhBMP-2 injertada mediante el material quitina/rhBMP-2, en la
diferenciacion d6sea embrionaria del pollo en un estadio 26, en el area de desarrollo
mandibular, puede inducir un cambio celular a un fenotipo 6seo, observando una tinciéon

activa para colageno de manera préxima a las microparticulas de quitina.

Ademas, hemos detectado que la insercién de microparticulas de quitina sin rhBMP-2 no
ha provocado alteracion en el desarrollo embrionario, encontrandose esta observacion
acorde con las evidencias bibliograficas que describen la biocompatibilidad de este
material (Kumar et al,, 2000). Por ello, toda alteracién del proceso de desarrollo se debe al
proceso de manipulacién, quirargico o al papel de la thBMP-2 como regulador del

crecimiento y diferenciacion celular.

Se han desarrollado diferentes protocolos quirdrgicos, con los que se busca optimizar la
induccién de efectos osteogénicos durante la fase del desarrollo mandibular. Igualmente,
se ha buscado perfeccionar la técnica de operacion para mejorar la supervivencia de los
animales. Para ello, hemos realizado tres tipos de aproximaciones experimentales
diferentes, in ovo para optimizar un protocolo de operacién para la implantaciéon de
quitina con rhBMP-2 capaz de conseguir una supervivencia de los embriones cercana al

100%.

En el primer experimento, accediendo al embrién a través de una ventana en la cascara del
huevo (Windowning technique), se deposité quitina y quitina/rhBMP-2, en contacto o
préximo al primer arco branquial, sin atravesar la membrana amnioética. Las dificultades
que nos encontramos con este método fue la falta de un control preciso de la colocacién

del material.

Fue el método menos cruento, ya que no se realiza ninguna incisién en la membrana
amnidtica ni en el embrién. No obstante el resultado de la supervivencia fue reducido tras
la operacion. Creemos que los motivos principales fueron dos: la inexperiencia en la
operacion de embriones y la propia accién por alta concentracion de la rhBMP-2, la mitad

de las defunciones fue posiblemente por hemorragia interna. Esta conclusion se debe a
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que el aspecto de los embriones muertos, donde se administr6 la proteina, mostraban

macroscopicamente los signos de haber sufrido un shock hemorragico.

La concentracién podria ser un factor importante para las muertes por hemorragia
interna. La thBMP-2 participa en la expresién y secreciéon de factores de crecimiento
vasculares endoteliares alfa (VEGF-a). Esta regulacion de la angiogénesis es paralela a la
diferenciacion 6sea, ya que para producirse la osteogénesis es indispensable el aporte de
oxigeno, de ahi que nuevos vasos sanguineos sean necesarios en el futuro tejido 6seo
(Deckers et al, 2002; Li et al, 2005; Fiedler et al, 2002). En este primer ensayo,
posiblemente se haya afectado un proceso del desarrollo vascular, interrumpiendo o
alterando la morfogénesis mas alld de nuestro objetivo. Al no controlar en algunas
ocasiones la posicion exacta del material, creemos que la proteina pudo alterar otras areas
vecinas como el corazdn, situado justo debajo del primer arco branquial . También otro
posible motivo de las hemorragias se deba a la técnica de operacidn, ya que se puede
lesionar la red vascular que rodea al embrién y que es mas abundante al acercarnos al
primer arco branquial, debido a la proximidad del desarrollo cardiaco. (Ekanayake et al,

1997).

En el segundo experimento, cambiamos de técnica para lograr un mayor control de la
localizacién y la dosis. Para ello, aparte de la técnica de la ventana de acceso, realizamos
dos incisiones para introducir una cantidad concreta de material en una regién especifica

del proceso mandibular y evitar dafios tisulares colaterales.

Realizamos la incisién de acceso al saco amnidtico para a continuacidén realizar otra
incisiéon en el mesénquima del primer arco, creando un “bolsillo” o “sobre”, donde
introducir la quitina activada con la proteina o quitina. La dificultad afiadida es que el
embrién se encuentra en suspension en la clara y puede hundirse. Otro problema es que a
ese estadio de desarrollo, el embriéon se mueve al contacto con los instrumentos. El
movimiento no se debe por la percepcion del dolor, pues ain no estid desarrollado el
sistema nervioso a ese nivel, pero ante el estimulo de contacto el embrién se mueve y

dificulta la intervencion.

Se suma otro problema y es la gran vascularizacién de la zona, pues aparte de la
proximidad del tubo cardiaco en desarrollo, también se cruzan vasos principales. Ademas
cualquier minima hemorragia causada por una mala incisiébn o por error, provocara la

muerte. De producirse un sangrado, la clara de enturbia y se hace mas dificil la vision y
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practicamente haciendo imprevisible la supervivencia del embrion (Ekanayake et al,

1997).

Con las microparticulas de quitina surgié otra dificultad afnadida, pues al colocarla
atravesando la membrana amnioética, las particulas solian dispersarse por la clara, al no
tener capacidad de mantenerse cohesionadas en un medio liquido y la posicién se hacia

dificil de mantener.

Por todos los problemas de esta operacidon creimos conveniente reducir el tiempo de
incubacién post-quirargico a 24 horas para valorar su supervivencia. Los resultados que
obtuvimos fueron similares a los de la primera operacidn, sin lograr mejorar la

supervivencia.

Desarrollamos una tercera intervencion in ovo, eliminando la incisién en el embrién para
evitar en todo lo posible las hemorragias. De esta manera, se comprobd si atravesando el
saco amniotico y colocando las microparticulas préximas a la zona del proceso mandibular

se obtienen resultados similares a los del primer experimento.

Por ser mas conservadora la cirugia, se prolongé el periodo de incubacién a 4 dias. Los
resultados tampoco fueron satisfactorios, sélo sobrevivi6 un sujeto del grupo
experimental con muestras haberse desarrollado en comparacién al resto, debido a su
muerte prematura. Llegamos a la conclusiéon que este sistema tampoco mejord la

supervivencia.

Decidimos cambiar el método de operaciéon de los embriones para lograr mejores
resultados y para ello se realizé una puesta a punto de las técnicas de cultivo del embrién
fuera del huevo, ex ovo. La mayor ventaja de estos cultivos es que permiten un mejor
acceso a los tejidos, evitando obstaculos que puedan crear la propia cascara del huevo o la

posicion del propio embridn, sobre todo en los dltimos estadios de desarrollo.

Para ello, hemos tenido en cuenta la posibilidad de realizar la extraccion temprana del
embrién y su cultivo en placa en un medio semisélido (Método EC; Chapman et al, 2001),
un método clasico y con una gran tradicién en el estudio del desarrollo temprano del

embrién de pollo.
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Sin embargo, teniendo en cuenta los estadios avanzados en los que se plantea este estudio,
el método shell-less (sin cascara) parece mas apropiado. Este método, similar al descrito
anteriormente, permite la observacién continua de los embriones de pollo vivos desde el
dia 3 al dia 18 de la incubacién. De la misma manera, podriamos observar la diferenciacion
de los sistemas de érganos y estructuras extraembrionarias asi como el comportamiento
antes de la eclosidén. La supervivencia de los cultivos ex-ovo registradas en publicaciones,

varian del 30-50% (Auerbach et al, 1975; Dohle et al., 2009).

Realizamos un disefio de camara de incubacion con filtro para células que permitié evitar
la contaminacién y aumentar el porcentaje de la supervivencia. Gracias a los protocolos de
manipulaciéon de la operacién y a esta cdmara, se consiguieron unos resultados de
supervivencia del 85,7%, permitiendo que la experimentacién con este modelo animal sea
mas predecible, sencilla, facil de documentar y reduciendo el nimero de huevos

necesarios para realizar los experimentos.

Otros autores ya han realizado experimentos similares para determinar el papel de las
BMPs durante el desarrollo del proceso mandibular, depositando la proteina in vivo en
diferentes estadios y regiones del desarrollo del embrién de pollo. En estos trabajos, se ha
observado que existe un resultado decisivo dependiendo de la zona elegida y en el
momento de la colocacién de la BMP de manera experimental (Ekanayake et al, 1997;

Barlow y Francis-West, 1997; Wang et al., 1999; Mina et al, 2002).

Por ejemplo, la colocacién de BMP-2, BMP-4 o BMP-7 en la regién lateral de la mandibula
en un estadio 23 de desarrollo, no afect6 al crecimiento del mesénquima pero si alterd la
morfologia y los patrones de la articulacién mandibular (Wang et al., 1999). En contraste
con sus efectos en el estadio 23, la implantacion in vivo de esferas de heparina portadoras
de BMPs a concentraciones similares en estadios mas tempranos (20-22) y en la misma
region lateral, provocd la pérdida del cartilago de Meckel. Ademads, se observé una
reduccion global del crecimiento del proceso mandibular articular en el sitio donde se
implant6 la proteina (Barlow y Francis-West, 1997; Ekanayake et al, 1997; Mina et al,
2002). Por otra parte, la implantacion de estas esferas en una posicion mas medial (donde
se expresa el gen homeobox Msx), produjo la formaciéon de una derivacion adicional del
cuerpo de cartilago de Meckel (Barlow y Francis-West, 1997; Mina et al, 2002). De este
modo, se ha descrito que tanto la edad embrionaria como el tejido diana determinan la
accion de la proteina morfogenética 6sea aplicada. Ademas, el modelo animal escogido

puede también presentar sus particularidades, ya que se ha observado que aunque los
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procesos de desarrollo son similares, existen ciertas diferencias propias de cada especie.
Como ejemplo, en el embrién de ratéon de 10 dias, correspondiente a un estadio 18 de
Theiler y equivalente a un estadio 36 de desarrollo del embrién de pollo (Schneider et al.,
1979), la aplicacién de BMP-2 durante 6 dias en la regién lateral mandibular, provocé la
formacién de cartilago ectdpico. Por el contrario, en la regién medial no hubo efecto

(Semba et al, 2000).

En nuestro modelo, la eleccién del estadio embrionario 26 se debe a que es el momento
donde se produce el inicio de la osificacion mandibular y esquelética. En esta etapa del

desarrollo no hemos detectado un cambio notable en el crecimiento del arco mandibular.

Tras todos los resultados obtenidos sobre los efectos de la quitina portadora de rhBMP-2
en el embrion de pollo, podemos concluir que la dosis, la posicién y el momento donde se
deposita este elemento activo, puede provocar efectos colaterales indeseables. Sin
embargo, también se puede inducir a la diferenciacién de células destinadas hacia un
determinado fenotipo celular, como por ejemplo las células mioblasticas, ser redirigidas

hacia la linea celular de los osteoblastos.

Si queremos responder a la pregunta de si la rhBMP-2 podria poner en riesgo el desarrollo
de un embriéon humano, deberiamos continuar esta linea de investigacién con mamiferos
como ratones o conejos y medir la capacidad de la barrera placentaria de evitar que
productos o antigenos pongan en riesgo a los embriones y evitar en ultima instancia poner

en riesgo el desarrollo de un embrién humano.

La respuesta a la quitina/rhBMP-2 en un organismo en desarrollo es diferente a la de un
organismo adulto. En estos se produce la regeneracion de los defectos 6seos, el objetivo de
la ingenieria de tejido dsea. En el campo de la odontologia la restauracion de este tejido
tiene una importancia crucial y es por ello que nuestra siguiente linea de investigacion,
tiene como objetivo la regeneracion de defectos d6seos empleando quitina/rhBMP-2
combinados con xenoinjertos comerciales utilizados en la practica clinica. Se persigue la
mejora de las propiedades de estos materiales y los indices de regeneracion de defectos
6seos en modelo de calota de conejos adultos, ya que presenta este hueso, el mismo origen

embrioldgico que el hueso mandibular (Delgado-Ruiz, 2015).
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2. Xenoinjertos para la regeneracion 6sea empleados en odontologia: Bio-Oss

Colllagen, Cerabone y Mucograft

El injerto de hueso autélogo es actualmente el material ideal para ser empleado en la
regeneracion de defectos 6éseos por sus propiedades intrinsecas (osteoconduccion,
osteoinduccidn y osteogénesis), ya mencionadas en la introduccién. Sin embargo, los
problemas asociados a la morbilidad y la cantidad limitada de tejido que puede obtenerse,
son los grandes inconvenientes que presentan estos injertos (Blokhuis et al, 2011).

Debido a estas limitaciones, se han investigado y desarrollado multiples alternativas,

siendo las mas comunes los aloinjertos y los xenoinjertos.

Los xenoinjertos presentan menor oseointegracion, osteoconduccién y capacidad
osteogénica cuando se comparan con los autoinjertos, pero resuelven el problema de la
morbilidad y cantidad de injerto disponible para la regeneracién (Albrektsson et al,
2001).

Por todo lo expuesto anteriormente, los xenoinjertos son cada vez mas empleados en
odontologia e ingenieria de tejidos, sin embargo, estan en continuo estudio para conseguir
mejorar sus propiedades. Por ello se decidi6 emplear este tipo de injertos para lograr
mejorar la regeneracion 6sea sin sacrificar la integridad de los pacientes, al reducir la
morbilidad de las intervenciones con injertos que posean capacidades similares o incluso
mejores que los injertos autdlogos.

Los xenoinjertos que hemos empleado en este trabajo tienen diferentes composiciones,
hecho que nos permite poder comparar sus caracteristicas.

El primero, Bio-Oss Collagen, posee las mismas particulas que Bio-Oss con un 10 % de
colageno porcino tipo I que ayuda en el manejo clinico al ser hidratado por suero salino o
sangre del paciente (Aradjo et al, 2010). El segundo, Cerabone, en un xenoinjerto bovino
como Bio-Oss Collagen pero se diferencia por su procesamiento para eliminar los
componentes organicos (sinterizaciéon) y no tener ese 10% de colageno (Tadic et al,
2004). El tercer material empleado, Mucograft se diferencia de los anteriores xenoinjertos
por ser una matriz tridimensional de colageno porcino tipo I y tipo III que ha demostrado
su eficacia para los aumentos de tejidos blandos (Sanz et al, 2009). Otros autores han
publicado estudios histoldgicos de otras posibles aplicaciones de Mucograft al usarlo como
membrana combinada con Bio-Oss Collagen para la preservacion alveolar (Cioban et al,
2013). El colageno es actualmente el carrier comercial aceptado por la FDA como portador
de factores biologicos como la BMP-2 (Fiorellini et al, 2005). Por todos estos trabajos

previos, consideramos que Mucograft podria tener nuevas aplicaciones en la regeneracion
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6sea en combinacion con quitina activada con rhBMP-2.

El uso de la rhBMP-2 en ingenieria tisular ésea presenta una larga trayectoria de estudios
por su capacidad como osteoinductor para las células madre mesenquimales y los pre-
osteoblastos, asi como promover la migraciéon de células osteoblasticas (Bragdon et al,
2011). Es por ello que optamos por elegirla como agente bioactivo, aunque no es la tinica
que participa en la osteogénesis y de cara a futuras intervenciones, existen otras
alternativas o tratamientos, como por ejemplo, combinando varios de estos factores como
otras BMPs con capacidad osteogénica como la BMP-4 y la BMP7 (Geuze et al, 2012) o el
factor de crecimiento vascular (VEGF) que posee un efecto sinergético demostrado con las
BMPs, que podrian mejorar la capacidad osteoregeneradora reduciendo la cantidad de
BMPs necesaria (Li et al,, 2016). Una vez conocidos los biomateriales que vamos a emplear
en el estudio, los combinaremos con quitina/rhBMP-2 para observar su capacidad de

regeneracion de defectos 6seos de un didmetro de 8 mm en la calota de conejos adultos.

3. Resultados de la combinacion de quitina/rhBMP-2 con los diferentes

xenoinjertos

Estudios previos en animales confirmaron que diversos materiales de injerto 6seo tales
como la matriz 6sea desmineralizada, la matriz dsea cristalina desorganizada bovina y los
“andamios/scaffold” de polimeros, son excelentes transportadores de proteinas osteo-
inductivas (Sigurdsson et al, 1996). Hanseler, observd, que la superficie de Bio-Oss
presenta 1000 veces mas rugosidad que la hidroxiapatita/fosfato tricalcico, que unido a su
afinidad a la BMP-2, lo convierte en un biomaterial muy apropiado para su uso en
medicina regenerativa. Los experimentos utilizando injertos de hueso que contienen
rhBMP-2 han reportado resultados significativamente mejores de regeneracion ésea. Sin
embargo, la simple adicion de rhBMP-2 a un injerto éseo da como resultado una rapida
liberacién de rhBMP-2, la cual no resulta apropiada para regular los procesos biolégicos

de manera adecuada (Hanseler et al,, 2015).

Para superar este problema, se han estudiado varias aproximaciones diferentes para
conseguir la liberacién controlada de rhBMP-2. El coldgeno natural polimerizado, que se
ha utilizado durante mucho tiempo como soporte de rhBMP-2, es el Unico material
aprobado por la FDA para este fin. Sin embargo, el colageno libera rhBMP-2 muy
rapidamente debido a su baja afinidad, pues a los 14 dias posteriores a la implantacién,
sélo alrededor del 5% de la rhBMP-2 permanece en el sitio de la implantacién (Uludag et

al, 1999). Esta liberacién masiva inicial de rhBMP-2 difiere completamente de lo que
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realmente sucede en el cuerpo, ya que en condiciones naturales en los lugares de fractura
6sea, los niveles de rhBMP-2 se incrementan gradualmente hasta alcanzar su pico de
concentracion alrededor de los 21 dias después de la lesién (Cho et al, 2002). Asi pues, la
regeneracion podria mejorarse si la liberacion de la rhBMP-2 fuese similar a los
mecanismos que se producen en los procesos de reparacién naturales. En el caso de
grandes defectos 6seos, requeriran un tiempo de curacién prolongado, y por lo tanto es
necesario la liberacién controlada y lenta de rhBMP-2 y asi lograr mejorar la regeneraciéon

6sea (Haidar et al,, 2009a & 2009b).

En el estudio experimental de Huh, similar al planteado en este trabajo, se regeneraron
defectos 6seos en calota de conejo con Bio-Oss y heparina activada con rhBMP-2 (Huh et
al, 2015). Gracias a la liberacién de la rhBMP-2 almacenada en la heparina, el periodo de
vida media de la rhBMP-2 aumentd aproximadamente 20 veces mas (Zhao et al., 2006).
Los sistemas que minimizan la liberacion rapida de rhBMP-2 no s6lo promueven la
formacién de hueso en los sitios de tratamiento, sino también restringen fenémenos
patolégicos no deseados (Bhakta et al, 2012). La combinaciéon de rhBMP-2 con heparina
ha demostrado tener un efecto anti-inflamatorio y promueve las funciones caracteristicas
de los osteoblastos (Kim et al, 2011; Kodama et al, 2008). De este modo, el transportador
puede tener otras funciones ademas de la liberacién del agente bioactivo, hecho que
pensamos puede justificar la utilizaciéon de la quitina tal y como desarrollaremos mas

adelante.

En este estudio (Huh et al, 2015), los hallazgos histoldgicos y analisis de micro CT
revelaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de Bio-Oss y el grupo
de Bio-Oss/rhBMP-2 (p<0,05). Los resultados fueron mejores en cuanto a la regeneracion
6sea con relacion al grupo de control vacio a las cuatro y ocho semanas después de la
cirugia. En el andlisis histométrico, a las ocho semanas el porcentaje de nuevo tejido 6seo
formado, para el control vacio fue de 7,49 + 1,92; para Bio-Oss 17,76 + 1,66 y para Bio-
Oss/rhBMP-2 29,20 + 4,68. En contraposiciéon con nuestros resultados, con el mismo
modelo animal e intervencion, nuestros porcentajes de nuevo tejido dseo fueron: control
vacio 9,53 = 1,13; Bio-Oss Collagen 61,93 + 5,25 ; Bio-Oss Collagen/rhBMP-2 52,13 +
17,13; Bio-Oss Collagen/quitina 43,93 * 6,4 y Bio-Oss Collagen/quitina+rhBMP-2 64,81 +
14,19. En nuestro estudio, hemos utilizado ademas Cerabone un xenoinjerto bovino sin
colageno afiadido. En este caso, los resultados de la formacion de tejido 6seo fueron

Cerabone/quitina 60,22 + 11,2 y Cerabone/quitina+rhBMP-2 25,85 + 3,56.
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En el articulo de Huh, a las cuatro y ocho semanas, el grupo de Bio-Oss/rhBMP-2 mostré
significativamente mayor regeneracion 6sea que el grupo de Bio-Oss. Histolégicamente, se
observaron hallazgos de osificacion directa a la cuarta semana en el grupo de Bio-
0Oss/rhBMP-2 y no se observd consolidacion en la octava semana. Este resultado coincide
con un estudio previo sobre xenoinjertos 6seos (Bio-Oss) impregnados con 1 ml de 0.5
mg/ml rhBMP-2 en pacientes humanos para una regeneracion dsea en anchura del

reborde alveolar en mandibula (Jung et al, 2003).

Una de las principales diferencias entre el método empleado en el estudio de Huh respecto
a este trabajo, fue la concentracion de rhBMP-2 utilizada. El Bio-Oss fue cargado con 0.1
mL de solucion de rhBMP-2 para obtener una concentraciéon de 10 pg. La concentracion
empleada en este trabajo fue de 50ug, tras haber ajustado la dosis efectiva, suficiente para
determinar una diferenciacion a fenotipo ostoblastico sin perjudicar a la osificacion de la

calota del conejo, ni poner en riesgo al animal.

La bibliografia examinada no muestra un consenso sobre la concentraciéon éptima de
rhBMP-2 en la nueva formacién de hueso (Kato et al, 2006; Jung et al, 2008). Se ha descrito
que diferentes concentraciones de rhBMP-2 no afectan diferencialmente la formacion de
hueso (Tatakis et al, 2002), mientras que en otros estudios, la formaciéon de hueso
aumento con el aumento de la concentracidon de la rhBMP-2 (Kato et al, 2006; Jung et al,
2008). Ademas, las funciones del factor de crecimiento dependen de la especie, el objeto

del estudio, el método de aplicacién y el tipo de defecto utilizado (Liu et al, 2007).

En vista de los diferentes enfoques experimentales utilizados en nuestro trabajo respecto
al estudio de Huh, en esta Tesis Doctoral se obtuvieron mejores resultados al aumentar la
concentracion, siendo el mismo procedimiento quirdrgico, el mismo tamafio del defecto (8
mm), tiempo, agente bioactivo, modelo animal y biomateriales ( Bio-Oss Collagen y Bio-oss
Collagen con rhBMP-2). El resultado obtenido por Huh para Bio-Oss con rhBMP-2, nos
hace preguntar si podria el elemento reabsorbible del Bio-Oss Collagen tener un papel

clave en los resultados obtenidos.

La matriz de colageno porcino Mucograft, tiene una indicacién de uso para situaciones
clinicas que requieran de aumento de tejidos blandos en la cavidad oral (Sanz et al, 2009).
Sin embargo, otros autores han publicado trabajos, donde la preservaciéon alveolar

resultaba eficaz con la combinacién de esta matriz junto a un injerto 6seo particulado
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(Cioban et al, 2013). Otras publicaciones han avalado el uso de la esponja de colageno con
rhBMP-2 (INFUSE) para el uso clinico en odontologia con un resultado para la
preservacion alveolar con un porcentaje de hueso vital del 49,6% y una desviacion

estandar del 10,8% (Wallace et al, 2014).

Con estas publicaciones nos preguntabamos si podriamos modificar una matriz de
colageno como Mucograft y darle la capacidad de INFUSE con la combinacién de las
microparticulas de quitina activadas con rhBMP-2. La dnica publicacién que hemos
encontrado en la literatura que haya realizado algo parecido es la de Ramalingam, que
evalud histolégicamente la eficacia de Mucograft respecto a membranas de colageno
convencionales para la regeneracién 6sea guiada en defectos de calota en el modelo
animal de rata (Ramalingam et al, 2016).

Al ser mas pequefio el modelo animal, el tamafio del defecto también debia ser menor, en
este caso 4,6 mm de didmetro. En este trabajo se definieron tres grupos: control
Mucograft; Mucograft con un aloinjerto humano particulado Puros (Zimmer Biomet
Dental, USA) y Membrana de coldgeno con aloinjerto. Colocaron las membranas en la base
del defecto, para aislar la ldamina dura y depositaron el aloinjerto Puros, que contiene
BMP-2, BMP-4 y BMP7 (Shi et al, 2011). Por ultimo, se cubrieron los defectos rellenos con
otra capa de membrana de colageno o de Mucograft, segtin corresponda y se esperd ocho
semanas para sacrificar a los animales.

En el estudio solo se hicieron analisis cualitativos histoldgicos con una tincién de
hematoxilina-eosina. El empleo de Mucograft en la regeneracién, mostré la formacién de
un puente de tejido conectivo que se extendia por todo el defecto. Pequefias cantidades de
tejido 6seo neoformado aparecian encapsuladas en el tejido conectivo, cercano a la
periferia del defecto. Se distinguian restos de colageno del xenoinjerto en el interior del
defecto. Al combinarlo con el aloinjerto, la cantidad de tejido 6seo neoformado fue mucho
mayor, pero con interposicion de tejido conectivo fibroso y algunas areas mostraron tejido
6seo encapsulado. También en esta muestra se encontraron restos de xenoinjerto tanto

provenientes del colageno de la matriz, como del aloinjerto particulado.

En comparacién con nuestros resultados, el analisis histolégico revelé un relleno del
defecto en gran medida por los restos del xenoinjerto de colageno y muy poco tejido 6seo
formado. Al realizar la histomorfometria, pudimos determinar los porcentajes de relleno
en el defecto de 8 mm y en el caso del tejido 6seo fueron los siguientes: Mucograft se logré
un porcentaje de 12,02 + 3,29; Mucograft con quitina, 48,56 + 0,56; Mucograft con rhBMP-
2 15,31 £ 4,42 y Mucograft con quitina+rhBMP-2 20,23 + 3,77. Posiblemente los
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resultados obtenidos se deban a que la capa compacta de Mucograft, que posee una
superficie de baja porosidad, podria afectar negativamente a la osificacion, dificultando el
paso de las células 6seas (Ghanaati et al, 2011). En vista de nuestros resultados podemos
afirmar que la matriz tridimensional de coldgeno Mucograft, no es la adecuada tanto por si

sola como con la adicién de quitina activada con rhBMP-2 para la regeneracién 6sea.

Otro motivo por el que se hayan obtenido estos resultados en nuestro experimento, se
deban al soporte empleado, la quitina. Mientras que en la literatura se han utilizado
heparina o coldgeno (Huh et al, 2015; Ramalingam et al, 2016), los resultados obtenidos

con este biomaterial han sido superiores y es debido a sus propiedades inherentes.

4. Quitina en biomedicina y odontologia

El empleo de microparticulas de quitina como transportador de rhBMP-2 ha aumentado la
regeneracion dsea y ha presentado buena biocompatibilidad en los tejidos analizados.
Tras las cirugias, no se ha observado la aparicién de tejido de granulacién u otras
consecuencias de respuesta inmune. En este caso, difiere del efecto descrito del quitosano,
mas estudiado en el campo de la ingenieria de tejidos. Este biomaterial puede presentar
una respuesta inmune mas aguda tras su implantacion. Por ejemplo, se ha detectado la
formacidn de tejido de granulacion en las lesiones dermo-epidérmicas (Shi et al, 2006).
Ademas, se ha descrito un efecto estimulante del quitosano en las células inflamatorias,
que inhibe el crecimiento bacteriano pero que puede conducir a la respuesta inflamatoria
sobreexpresada in vivo (Zhang et al, 1999). En cambio, existen varios estudios que
muestran que la quitina tiene una respuesta inflamatoria mas leve (Baek et al, 2016), algo
que concuerda con nuestras observaciones.

El uso de la quitina ofrece varias ventajas. En primer lugar, su biocompatibilidad y
biodegradabilidad, debida a su degradaciéon por enzimas a N-acetilglucosamina, que
permite que sea utilizada en los procesos biologicos de reparacién de tejidos. La quitina
actia como un andamiaje temporal, en espera de la resorcién del injerto y su sustituciéon
por hueso natural. En segundo lugar, las caracteristicas fisicas proporcionan propiedades
mecanicas adecuadas, lo que proporciona una alta capacidad de soporte de carga, asi como

conferir caracteristicas de estabilidad del implante (Ito, 1991).
La capacidad que tiene la quitina (y su derivado el quitosano) para obtenerse en fibras,

filmes, esponjas, esferas... ayuda para poder adaptarla a las necesidades clinicas (Kardas et

al, 2012). Ademas, también se contempla actualmente la aplicacion de la nanotecnologia
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para obtener mejores resultados, utilizando nanofibras de quitina y quitosano como
trasportadores de drogas, células y factores de crecimiento (Elieh-Ali-Komi et al., 2016).
Concretamente, las nanofibras de quitina han mostrado su capacidad para la liberaciéon
controlada de drogas, debido a su gran area de superficie especifica y al corto periodo de
difusién de farmacos, dando como resultado una mayor velocidad global de liberacién en

comparacion con otros materiales (Azuma et al, 2014).

La terapia celular, que persigue la regeneracién de un tejido u érgano introduciendo las
células adecuadas, también se pueden beneficiar de este polimero natural. La
configuracién de nanofibras de quitina en microesferas, tiene un potencial para servir de
trasportador tridimensional de células, factores bioldgicos o andamiaje, por lo que los
resultados aplicables a la ingenieria de tejidos son muy prometedores (Duan et al,, 2015).
Por todas estas caracteristicas, las microparticulas de quitina son un transportador ideal
para la rhBMP-2 y ha permitido mejorar los porcentajes de regeneracién de los defectos
0seos. Ademas, se observd una menor presencia dentro de las muestras de la cantidad de

xenoinjerto 6seo bovino remanente tras este tratamiento.

5. Degradacion del Xenoinjerto bovino dseo

Se ha demostrado que las particulas de xenoinjerto colocadas en un defecto 6seo, son
rodeadas lentamente por el tejido dseo del hospedador. Sin embargo, una vez incorporado,
se ha descrito que el componente mineral del hueso bovino aparentemente no participa
activamente en una mayor remodelacion del tejido (Berglundh y Lindhe 1997; lezzy et al,
2008; Traini et al., 2008). Adicionalmente, se ha sugerido que las particulas del injerto se
mantienen en el hueso como cuerpos extrafios inertes, rodeadas por una mezcla de tejido
y hueso laminar, y contrarrestando la reduccion dsea post-extraccion dental (Araujo et al,
2008;. Aradjo y Lindhe 2009). Sin embargo, no todos los estudios examinados en la
bibliografia otorgan un papel pasivo al xenoinjerto implantado. Como ejemplo, algunos
estudios clinicos y en animales han informado que después de varios meses de
cicatrizacion, las particulas de Bio-Oss empleadas mostraron osteoclastos en su superficie

(Hiirzeler et al, 1997; Zitzmann et al., 2001; Haimmerle et al., 1998).

El injerto xenogénico (Bio-Oss Collagen) utilizado en el experimento de Araujo, se
compone de granulos de Bio-Oss de hueso esponjoso, de dimensién variable que se
incluye en una red de colageno porcino purificada (tipo I). La cantidad de componente

mineral se mantuvo sin cambios (aproximadamente 20% del volumen del alveolo) en la
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muestra que se tomd, durante todo el periodo de 4 semanas, mientras que la porcién de
colageno se elimind rapidamente. Grandes cantidades de colageno porcino podian ser
identificadas en la primera semana de la cicatrizacion. Posterior a esa primera semana, no

hay restos de coladgeno en las histologias (Aradjo et al., 2010).

Los resultados anteriores demuestran que las particulas inorgdnicas de xenoinjerto
bovino (tanto Bio-Oss como Cerabone), colocados en un defecto éseo, durante la curacion
puede quedar cubiertas por osteopontina (OPN), proteina producida por las diferentes
células mesenquimales o hematopoyéticas. Por lo tanto, se establece un mecanismo, atin
sin determinar, que permite a los osteoclastos se unan al xenoinjerto y permitir la
reabsorcidn. En el estudio de Aradjo, sin embargo, la cantidad de resorcién del material de
Bio-Oss que era muy limitada, no hubo una reduccién significativa del volumen ocupado

por Bio-Oss en el intervalo entre 1 y 4 semanas.

Araujo observé que en lugares donde se alojan las particulas mas grandes de Bio-Oss,
habia una frontera clara entre el biomaterial y el hueso huésped, mientras que en los sitios
que albergaba particulas pequefias (20-50 pm) no se apreciaban limites entre el tejido
6seo y el xenoinjerto. Durante el proceso posterior de remodelacion del tejido, las
particulas mas pequenas aparentemente no sélo sirvieron como un andamio para la
formacién de hueso nuevo, sino también parecian haberse convertido en una parte

integral del tejido 6seo nuevo (Aratjo et al,, 2010).

Los motivos por los que en nuestros resultados se haya detectado una disminucién del
porcentaje del xenoinjerto al aplicar rhBMP-2 podrian explicarse por el papel de la
proteina y su concentracién. A una dosis alta, puede activar también a los osteoclastos y
permitir la resorciéon del xenoinjerto (Seeherman et al, 2010). Esta funcidén bifasica
(activacion de osteoblastos y osteoclastos), da como resultado el aumento de la formacién
6sea mientras también activa la resorcion del tejido. Este proceso se conoce como el
mecanismo de remodelacién 6sea (Kamiya et al,, 2008), ajustado en un fino equilibrio.

Las esponjas de coladgeno requieren de altas dosis de rhBMP-2 para lograr una formacion
6sea estable debido a su rapida liberacion. (Swiontkowski et al, 2006) Esto podria
explicar la deformacidn del defecto 6seo en nuestras muestras donde se utilizé6 Mucograft

con rhBMP-2.

Kim y colaboradores, disefiaron un estudio para observar la relacién dosis-efecto in vivo

de la rhBMP-2 a concentraciones entre 5 y 20 ug en esponjas de colageno, injertadas en un
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defecto de hueso de calota de 8 mm. Al administrar 20 ug de rhBMP-2, tras una semana se
genera una respuesta de resorcidén temprana por la alta dosis. Sin embargo, también
investigaron la formacion ésea temprana, examinando los marcadores de expresién de los
osteoblastos mediante RT-PCR (cbfal, osterix, ALP y VEGF). La expresion de osterix, ALP y
VEGF fue mayor en el grupo de 20 pg que en el de 5 pg (p<0,01). Para cbfal no hubo

diferencias significativas entre las dos dosis (Kim et al, 2014).

Los autores tienen la hipétesis que la rhBMP-2 tiene su papel en la resorciéon dsea en la
ruta de sefalizacién c-Fos/NFATc1, debido a que esta ruta es clave en la regulacion de la
osteoclastogenesis, y se observd activada en estos experimentos (Takayanagi et al.,, 2007).
De cara a futuras investigaciones, seria necesario comprobar esta hipétesis mediante el
empleo de técnicas de biologia molecular (como RT-PCR) empleando nuestras
condiciones: una dosis de 50 pg, pero liberada de forma controlada por microparticulas de
quitina. En base a los trabajos publicados y a los resultados obtenidos, nos hace pensar
que nuestras condiciones consiguen una expresion temprana de la osteoclastogénesis que
facilitaria la degradacién de las particulas del xenoinjerto dseo y posterior a esta fase, la

rhBMP-2 beneficiaria la activacion de la osteogénesis.

Al analizar estos resultados prometedores, se podria pensar que el uso de este biomaterial
en humanos es posible, pero el proceso para aprobar su uso como tratamiento requiere de

mayor cantidad de estudios experimentales.

6. Uso futuro en humanos

Los ensayos preclinicos en animales son un punto de partida necesario en las etapas para
la aprobacién de un ensayo clinico en humanos. En nuestro caso, las particulas de
quitina/rhBMP-2 producen una mejora del uso de un producto sanitario y este debera
superar las etapas necesarias de aprobacion de un ensayo clinico de productos sanitarios.

En la solicitud de ensayo clinico se deberan incluir los resultados de los estudios basicos y
preclinicos y el disefio del futuro estudio clinico. Ademas de la autorizacion de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), los ensayos seran
supervisados por Comités éticos de investigacion clinica para proteger los derechos y

seguridad de los participantes.
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El descubrimiento de moléculas y nuevos elementos, en este caso factores de crecimiento
(como la rhBMP-2), deben demostrar su proceso de sintesis, caracterizacion y pruebas de
su eficacia.

Son necesarios también estudios de liberaciéon de la proteina desde el material para
determinar los efectos a distintas dosis y su distribucién en el organismo. El producto
debera ser fabricado bajo normas de calidad.

Por tanto, en base a nuestros resultados para proponer a nivel clinico la regeneracion ésea
con quitina/rhBMP-2 y xenoinjerto necesitaremos realizar la experimentacién para
demostrar la eficacia del producto en otros modelos animales como por ejemplo cerdos y
ovejas.

La ingenieria de tejidos 6sea estd obteniendo mejores resultados con las diferentes
técnicas que se estan desarrollando actualmente y también mejorando el conocimiento de

aquellas que ya han sido aprobadas pero que se desconocen sus efectos adversos.

En nuestros experimentos, utilizando una matriz mineral de hidroxiapatita con una
pequeia cantidad de contenido reabsorbible, a modo de soporte estructural donde
contenga a un elemento portador de rhBMP-2, en este caso las microparticulas de quitina,
mejoran el porcentaje de la regeneracion del defecto 6seo. Es gracias a este resultado que

defendemos su uso futuro en el campo de la regeneracion dsea.
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VIII. Conclusiones

1. Tras evaluar diversas aproximaciones quirdrgicas, se desarroll6 un método de
cultivo de embriones de pollo ex ovo capaz de aumentar la supervivencia de los
embriones en ausencia de contaminacién. Ademds, se optimizé la técnica

histoldgica apropiada para el estudio embrionario.

2. La proteina rhBMP-2 tiene capacidad de inducir la formacién de fenotipo
osteoblastico en el embrién de pollo de St26 tras la implantacion en el
mesénquima mandibular. Por si sola, la quitina ha demostrado una excelente
biocompatibilidad. Sin embargo, la quitina activada puede ocasionar efectos
colaterales perjudiciales si no se controla la localizacién de la implantacién o la

dosis, (aparicién de edema).

3. Las microparticulas de quitina activadas con rhBMP-2 en combinacién con los
diferentes xenoinjertos, ofrecen en general mejores tasas de regeneraciéon en el
modelo de calota de conejo que la quitina por si sola y mejor resultado que los

materiales control.

4. La matriz de colageno Mucograft, ya sea por si sola o con quitina/rhBMP-2, no ha
resultado idonea para la regeneracidon de defectos 6seos Se obtuvo una mejora
significativa en la formacion de tejido 6seo empleando un xenoinjerto mineral de
hidroxiapatita (Cerabone) activado con quitina/rhBMP-2 respecto a su control. El
material Bio-Oss Collagen, con un contenido érganico del 10% obtuvo los mejores
valores de regeneracion 6sea, siendo superiores con el uso de quitina/rhBMP-
2.Ademas, el tratamiento con quitina/rhBMP-2 unido a un xenoinjerto favorece la

resorcién del mismo y no impide la osificacion del defecto.
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