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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
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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).

19








































































































































































































































































































































































































































































	PORTADA
	Agradecimientos
	ÍNDICE
	ABSTRACT
	RESUMEN
	Abreviaturas
	I. INTRODUCCIÓN
	II. Antecedentes del grupo de investigación
	III. Justificación
	IV. Objetivos
	V. MATERIALES Y METODOS
	VI. RESULTADOS
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Bibliografía


