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3. Introduccion

El paladar fisurado afecta aproximadamente a 1:700 nacidos vivos, dependiendo de su
ubicacion geogréafica de nacimiento, caracteristicas de raza, entre otras. Las poblaciones de
mas prevalencia son la asiatica y amerindias con un indice de 1:500 (1). Esta patologia es
tratada mediante multiples cirugias, en las cuales a veces es necesario el uso de injertos de
hueso para corregir dicho defecto, y a su vez los injertos autélogos no son suficientes o
presentan morbilidad del sitio donador, infecciones o dafio a los nervios de la zona, entre
otras complicaciones (2). Es por ello que, con la ayuda de la ingenieria tisular, que se encarga
de disefiar constructos o sustitutos tisulares en el laboratorio con la posibilidad de ser
trasladados y evaluados en ensayos preclinicos y clinicos, se buscan alternativas de
tratamiento menos invasivas y mas exitosas (3). El principal recurso del que se apoya la
ingenieria tisular son las células troncales o stem cells (SC, por sus siglas en inglés), estas se
pueden obtener de diferentes zonas del cuerpo incluyendo la cavidad oral, y dentro de ésta
una de ellas son SC de papila apical o stem cells apical papilla (SCAPs, por sus siglas en
inglés). Cuando los dérganos dentarios estdn en desarrollo, la formacion radicular inicia
cuando las células del asa cervical proliferan y se dirigen apicalmente, formando la vaina
epitelial de Hertwig. La papila apical se ve involucrada en la formacion de los dientes y
posteriormente se convertira en tejido pulpar (4). La papila apical se puede obtener de
premolares y de los terceros molares, dientes que se extraen a temprana edad por falta de
espacio para los demas dientes en las arcadas de la boca. Las SCAPs tienen capacidad de
proliferacion, autorrenovacion y formacion de linajes celulares osteogénicos, odontogénicos,
neurogénicos, adipogénicos, condrogénicos e incluso hepatogénicos (5). Las SCAPs
presentan marcadores iguales a las SC mesenquimales (6), son primordiales en la formacion
radicular y también se ha demostrado que su potencial proliferativo es mayor que el de las
SC de la pulpa dental (7). Se han estudiado a las SCAPs para diferenciarlas principalmente a
tejidos dentales como pulpa, dentina, formacion radicular (8), y hacia linaje osteogénico, ya
gue son una gran opcion para la ingenieria de tejidos (9), para la reparacion de defectos 6seos
congénitos e incluso para resolver los problemas mas frecuentes de los injertos actuales (10)
con el fin de dar solucion a los desafios mas grandes de la odontologia y de la cirugia
maxilofacial, haciendo que todos los tratamientos para reparar defectos 6seos embrionarios

o derivados de traumas sean quirargicos pero utilicen biomateriales que imiten el tejido éseo
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con terapias donde no existan problemas de rechazo inmunoldgico al injerto o donde se tenga

que realizar una extraccion osea auto donante (injertos autologos) (11).

Los biomateriales son de diferente naturaleza, la policaprolactona (PCL) es un polimero
utilizado en procedimientos médicos, por su biocompatibilidad, la facilidad de manipular su
arquitectura y por los tiempos de degradacion bajos que tiene, siendo de los materiales mas
investigados (12). La PCL es un polimero biodegradable y termoplastico con gran capacidad
de aplicacion en ingenieria de tejido 6seo, cartilago y otros, dando resultados favorecedores,
ya que se degrada muy lentamente debido a su alta cristalinidad e hidrofobicidad, por lo cual,
se puede aplicar en procedimientos que requieran un largo plazo de duracién. En relacion
con su aplicacion junto con las SCs, la PCL podria ser una gran herramienta para su uso en

el campo de la medicina regenerativa 6sea (90).

En ese sentido en la presente investigacion se emplearan andamios de PCL hechos en 3D con
SCAPs de cerdo Vietnamita, con el fin de estandarizar el uso de este constructo tisular como

una alternativa a los injertos 6seos actuales.

4. Antecedentes.

4.1 Embriologia craneofacial.

La cabeza y craneo se desarrollan de la cresta neural (tejido nervioso), durante la 3% semana
de desarrollo embrionario cuando inicia la formacion del tubo neural a partir de las crestas
neurales derivadas de la placa neural, asi ocurre la diferenciacion de los tejidos nerviosos
(13) y de mesénquima verdadera, para mas tarde dar paso al desarrollo de las células del
tejido conjuntivo, células 6seas etc. Durante el desarrollo craneofacial embrionario se pueden
distinguir tres estructuras: craneo (desmocraneo y neurocraneo), cara (viscerocraneo) y los

arcos faringeos (14,15).

4.1.1 Craneo (Neurocraneo y viscerocraneo).

El craneo esta formado de mesénguima por la migracion de las células de la cresta neural, se
divide en neurocraneo (huesos colindantes al encéfalo) y viscerocraneo (huesos faciales). A
su vez el neurocraneo se divide en neurocraneo cartilaginoso que al osificarse da origen a los

huesos de la base craneal y el neurocraneo membranoso correspondiente al tejido fibroso,



que posteriormente formara las suturas de la bdveda craneal (16), estos espacios
membranosos (fontanelas) son suturas amplias que permiten el crecimiento craneal y
comienzan a osificarse aproximadamente desde los 7 meses hasta los 2 afios de vida
extrauterina (VEU) (14), y al término de la osificacién el craneo queda conformado por ocho
huesos, cuatro impares (frontal, occipital, esfenoides y etmoides) y dos huesos pares (parietal

y temporal) (17).

4.1.2 Cara.

En la cara se lleva a cabo el desarrollo del sistema estomatognatico facial formado por las
hendiduras faringeas y el proceso frontonasal, Inicia su formacion en la cuarta semana de
vida intrauterina (VIU) y termina su desarrollo morfologico en la VEU (15). La cara proviene
del viscerocraneo (14), el cual da forma a la parte anterior del craneo y se desarrolla a partir
del mesénquima de los arcos faringeos (18). Este se encuentra formado por 3 huesos impares
(mandibula, vomer y etmoides) y seis huesos pares (maxilar, nasal, cornete nasal inferior,
lagrimal, palatino y cigomatico) (17). El desarrollo de la cara se da con la formacion de cinco

procesos alrededor del estomodeo (prominencias o procesos faciales):

4.1.2.1 Proceso frontonasal medial (PFN): Proviene del primer y segundo arcos faringeos,
es Unico y esta ubicado en la parte media superior del estomodeo. Este recibe células
de la cresta neural del prosencéfalo y esta conformado por una porcion frontal que
dara origen a la frente, una porcion nasal que dara origen a la nariz y una parte del
PFN que rodea al prosencéfalo ventrolateralmente el cual formara las vesiculas
Opticas (16, 17).

4.1.2.2 Procesos maxilares (PMx): Son pares, ubicados uno a cada lado del estomodeo.
Forman las partes laterales del labio superior al unirse con el filtrum (19).

4.1.2.3 Procesos mandibulares (PMn): Estos se ubican en la parte inferior del estomodeo
y dan forma el labio inferior, la mandibula y estructuras colindantes de la region
inferior de la cara (19).

En conjunto, los procesos con su crecimiento paulatino y constante dado por la proliferacion

de las células de la cresta neural, conformaran la cara cuando comience a romperse la

membrana bucofaringea en la cuarta semana de VIU (15). Estos procesos son centros activos



de crecimiento (mesénquima), y esto mantiene la union entre las prominencias faciales (16).
Asi inicia el crecimiento de las placodas nasales en el PFN y al inicio de la quinta semana
comienza a proliferar el mesénquima para formar las prominencias nasales mediales y
laterales (15). Para la semana 62 de VVIU se forman en la cara interna de los PMx los procesos
palatinos que posteriormente se colocan horizontalmente para fusionarse con los bordes
libres del paladar primario y asi dar lugar al paladar secundario (20). A su vez la nariz estard
formada gracias al PFN, a los procesos nasales externos y los procesos nasales internos (21).
El labio superior se va a formar gracias a los PMx y nasomediales. E labio inferior tomara su
forma a partir de los PMn, esto cuando el ectodermo del estomodeo dé origen a la ldmina
labiogingival (19), la cual formré al surco labiogingival que separa los labios de la encia
delimitada por los procesos palatinos (20). Los PMx y nasolaterales se encuentran separados
por ectodermo, formando el surco nasolagrimal, el ectodermo propio de este surco forma un
cordon epitelial que se recanaliza cuando se unen los PMx formando el conducto
nasolagrimal (20). Por ultimo, los orificios nasales, que estaban dirigidos hacia arriba, van
descendiendo y al mismo tiempo los esbozos oculares que estaban laterales migran hacia
ventralmente, de esta manera aproximadamente a partir del dia 44 de VIU ya se puede

observar una cara mas humana en el embrion (22).

Prommencia
frontonasal

Ojo

Promnancaa maxitar 28
Entrada of estomodeo
Prominancia mandtular

Segundo arco faringea — Vona
umbilical

Tercer arco faringeo

Cuarto arco faringec
Entrada ol celoma
intraembrionario

~ Méduia
aspinal

-
lustracion 1 -Embrion de 30-32 dias. Tomado de Moore 2013 (16).

10



4.1.3 Aparato faringeo.
Consiste en conjunto de arcos, bolsas, surcos y membranas pares, ubicados en la region
cefélica del embridn alrededor de la faringe primitiva. Este aparato comienza su desarrollo

en la 4% semana de VIU y es parte fundamental en la formacién de la cara y cuello (23).

Y,
Arco faringea = 0 (,—)
O J

(': | Boisn

N Il Bolsa ‘(/
CJ ()9 " Bolsa\(()(

_— .‘ IV Bolsa — e Il Hendidura

Hendidura & Q
S_ == C)C) 1 Arco

llustracién 2 - Representacion de la posicion de los arcos faringeos. Tomado de Ramirez 2018. (91)

Bolsa faringea

| Arco

| Mendidura

Los arcos faringeos inician su desarrollo por migracion de las células de la cresta neural. En
total son 6 pares y cada uno va acompafiado de un nervio, un fasciculo muscular y un arco

vascular, asi como un fasciculo cartilaginoso (22). Estos arcos son:

4.1.3.1 Primer arco faringeo (mandibular): Aparece aproximadamente a los 23 dias de
VIU (15). Esta formado por el cartilago de Meckel dispuesto en forma de herradura,
el cual se articula con la base del craneo para formar dos huesecillos del oido (martillo
y yungue) y el resto del cartilago inducira la formacion del hueso mandibular (16). El
nervio asociado a este arco faringeo es el V (trigémino) en sus ramas maxilar y
mandibular, y esta vascularizado por la arteria maxilar, asi mismo el ectodermo y
endodermo que se encuentran en este arco daran origen a la mucosa y a las glandulas
de los dos tercios anteriores de la lengua (24).

4.1.3.2 Segundo arco faringeo (hioideo): Aparece aproximadamente a los 24 dias y junto
con el primer arco faringeo son los de mayor tamafio. Da forma al opérculo, el cual
dara lugar al recubrimiento del cuello (22), a partir de este arco se desarrolla el tercer

huesecillo del oido (estribo) y su musculo, la apofisis estiloides, el ligamento
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estilohioideo y las astas menores del hueso hioides (16), el nervio craneal
correspondiente a este arco es el VII (facial). Esta irrigado por la arteria hioidea y la
arteria estapedia (presentes solo en VIU) (24).

4.1.3.3 Tercer arco faringeo: Se forma durante la quinta semana de VIU (16).De este arco
deriva la parte posterior de las astas mayores del hioides, y de su parte anterior junto
con el segundo arco forman el cuerpo del hueso hioides y el masculo estilofaringeo,
e igual participa en la formacion de las estructuras faringeas. El nervio
correspondiente a este arco es el IX (glosofaringeo) el cual dara inervacion al musculo
estilofaringeo, a los musculos y mucosa de la faringe, este arco esta vascularizado por
la arteria cardtida comun y por la primera parte de la arteria cardtida interna (24).

4.1.3.4 Cuarto, quinto y sexto arcos faringeos: El quinto arco faringeo se degenera
rapidamente sin dejar vestigios, el cuarto y sexto arcos se fusionan y forman todos
los cartilagos de la tiroides excepto a la epiglotis (18), también de aqui se originan
los musculos laringeos y faringeos, del cuarto arco los musculos intrinsecos de la
laringe y del sexto arco los musculos constrictores de la faringe y el musculo elevador
del velo del paladar (22). El nervio asociado a estos arcos faringeos es el X (vago) en
su rama laringea superior para el cuarto arco y para el sexto el nervio laringeo
recurrente, la vascularizacion esta dada para el lado izquierdo del cuarto arco por el
arco aortico y para el lado derecho por la arteria subclavia, para el sexto arco faringeo
del lado izquierdo esta la arteria pulmonar y el conducto arterioso, y para el lado

derecho la arteria pulmonar (24).

4.1.4 Desarrollo de la lengua.

La lengua se ubica dentro de la cavidad bucal formando junto con sus musculos el piso de la
boca, y se encuentra fija mediante musculos al hueso hioides, a la apd&fisis estiloides y a la
mandibula (17), inicia su formacién al final de la 4* semana de VVIU a partir de los 3 primeros
arcos faringeos y se encuentra inervada por los pares craneales V, VII 'Y X (16).

Aparece en un inicio como 2 protuberancias laterales y una media (tubérculo impar) y una
eminencia hipobranquial (copula) la cual guiard la formacion de la epiglotis. Las
protuberancias laterales se van a fusionar para formar el cuerpo de la lengua (25) y el tercio
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posterior de la lengua o raiz estara formada por la eminencia hipobranquial, la unién de estos

tercios deja visible un surco terminal conocido como la V lingual (15).

4.2 Anomalias o malformaciones craneofaciales.

Se desconoce la etiologia del 50-60% de las malformaciones congénitas, las cuales son
defectos en la forma, estructura o posicion de un 6rgano debido a un desarrollo anormal
intrinseco del mismo (16). Las malformaciones se pueden dar por una alteracion en la
migracion de las células de la cresta neural en la etapa embrionaria, sin embargo, se han
identificado agentes teratogénicos que impactan a la madre durante el embarazo, afectando
el desarrollo craneofacial del embrién (15). También se ha establecido que en algunos casos
pueden estar involucrados factores de crecimiento o sus propios receptores, provocando el
cierre precoz de las suturas craneales, dando como resultado las malformaciones craneales
(26). Las anomalias craneales-faciales también Ilamadas malformaciones craneales (CFA por
sus siglas en inglés), se manifiestan desde la etapa embrionaria y clinicamente desde el
nacimiento, aunque pueden ser detectadas antes del nacimiento por medio de ecografias,
analisis de suero materno, amniocentesis, entre otras (25).

A estas condiciones se les da tratamiento quirdrgico durante la etapa infantil de la vida, donde
suponen un riesgo para el desarrollo intelectual y fisico del nifio, e incluso lo ponen en una
situacion de vida o muerte si no son tratados correctamente, asi como el impacto social tanto
para el paciente como para su familia y su entorno, situaciones que pueden afectar su

autoestima y vida social (27). A continuacion se presentan las CFA mas comunes.

4.2.1 Disostosis craneofaciales:
CFA referentes a los arcos faringeos:
4.2.1.1 Primer _arco faringeo: Se dan durante la 42 semana de VIU. Los sindromes son:

Sindrome de Treacher Collins y la secuencia de Pierre Robin (28).

4.2.1.2 Segundo arco faringeo: Sindrome de Goldenhar, Microsomia craneo facial (28,29).

4.2.1.3 Tercer arco faringeo: Aqui se presentan malformaciones del timo y de las glandulas

paratiroideas. Las patologias derivadas de este arco comprenden el

hipoparatiroidismo congénito afectando principalmente el crecimiento del nifio (28).
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4.2.1.4 Cuarto, quinto y sexto arcos faringeos: Estas anomalias pueden afectar el tamafio y/o

forma del cartilago cricoides, causando patologias como estenosis subglética
congénita y laringomalacia (16,28).

Otras disostosis craneofaciales son el Sindrome de Nager y el Sindrome de Binder (26).

4.2.2 Craneosinostosis.

Estas malformaciones estan dadas por un cierre prematuro en las suturas craneales, lo cual
no permite el crecimiento y adaptacion de los 6rganos craneales en la VEU ocasionando
alteraciones en la forma craneal. Clinicamente se observara como un craneo deformado al
momento del nacimiento (30). Para clasificar a estas anomalias se toma en cuenta la forma
del créneo, y encontraremos las siguientes: Sinostosis sagital, Sinostosis metdpica, Sinostosis
bicoronal, Sinostosis unicoronal y Sinostosis lamboidea (26).

Algunas de las malformaciones antes mencionadas pueden estar acompariadas de labio y/o
paladar hendido.

4.3 Labio y/o paladar hendido (LPH).

Este defecto puede darse como parte de un sindrome o bien de manera aislada. Esta patologia
afecta el labio superior, el reborde alveolar, el paladar duro y por ende el paladar blando, lo
que conlleva a una comunicacion anormal entre la cavidad nasal y la cavidad oral, afectando
también a las estructuras nasales y musculares orofaciales (31). Las hendiduras se pueden
encontrar en las siguientes formas: Labio Fisurado (LF), Paladar Fisurado (PF), Labio y
paladar hendido unilaterales (LPHu) y Labio y paladar hendido bilateral (LPHb) (32).

4.3.1 Clasificacion Internacional de Enfermedades

o Clasificacion
Clasificacion
CIE-10 Lugar
CIE-10 general )
especifica

Q35 Q35.1 Fisura paladar dura
Paladar Q35.3 Fisura paladar blando
Hendido Q35.5 Fisura de paladar duro y blando
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Q35.7 Fisura de Gvula
Q35.9 Fisura de paladar sin especificar
Q36.0 Fisura labial bilateral
Q36 . : :
) ) Q36.1 Fisura labial media
Labio Hendido ) ) )
Q36.9 Fisura labial unilateral
Q37.0 Fisura de paladar duro con fisura bilateral de labio
Q37.1 Fisura de paladar duro con fisura unilateral de labio
037 Q37.2 Fisura de paladar blando con fisura bilateral de labio
) Q37.3 Fisura de paladar blando con fisura unilateral de labio
Labio y Paladar ) ) ) )
Hendid Q374 Fisura de paladar duro y blando con fisura bilateral de labio
endido
Q37.5 Fisura de paladar duro y blando con fisura unilateral de labio
Q37.8 Fisura de paladar sin especificar con fisura de labio bilateral
Q37.9 Fisura de paladar sin especificar con fisura de labio unilateral

Tabla 1- Clasificacion Internacional de Enfermedades CIE-10, Tomada de Serrano, C. 2009

4.3.2 Etiologia del labio y/o paladar hendido.

Generalmente es de origen multifactorial, puede estar asociado a sindromes de falla

cromosOmica, predisposicion genética, farmacos teratdgenos, enfermedades virales en la

madre, nutricion materna deficiente, consumo de tabaco o alcohol, e incluso la obesidad

durante el embarazo, uso de drogas entre otros (28, 91).

llustracion 3 - Lactante con LPH unilateral. Tomado de Moore 2013. (16)
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4.3.3 Manifestaciones clinicas.

Dependera del tipo de fisura que presente el paciente, sin embargo, generalmente se vera
afectado el labio superior y sus musculos, el reborde alveolar superior, el paladar duro y el
paladar blando, se observard una comunicacion oroantral importante por el defecto en el
paladar y a su vez se encontraran afectados los huesos propios de la nariz (26). En la fisura
mas compleja se podré observar a la premaxila separada del maxilar afectando en un futuro
a los dientes correspondientes a este segmento, también se ve afectado el perfil facial y la

cara del paciente se vera desviada hacia el lado donde no se encuentra la hendidura (28).

4.3.4 Tratamiento.

El tratamiento es multidisciplinario  principalmente  quirdrgico, como la
gingivoperiosteoplastia (GPP), palatoplastia, cirugia ortognatica, ortopedia infantil
prequirurgica (PSIO por sus siglas en inglés) (33) ortodoncia, y el modelado nasoalveolar
(MNA). Sin embargo, estas técnicas pueden afectar o frenar el desarrollo maxilar y del tercio
medio facial, asi como afectar la brecha alveolar teniendo que someter al paciente a mas de
unacirugia (34), a injertos de hueso alveolar (autdlogos, aloplasticos, entre otros) (35), siendo
los injertos aut6logos los més estudiados y utilizados durante el tratamiento de esta patologia.
Los injertos se han utilizado para brindar soporte 6seo dental en la zona de la hendidura, para
ayudar a fusionar los segmentos afectados y asi mismo dar volumen a los labios mejorando
la estética facial (36). El injerto de hueso autélogo brinda muchas ventajas, sin embargo,
presenta problematicas como la extraccion necesaria del injerto por cirugia invasiva, la
cantidad disponible del mismo es poca, existe un potencial rechazo del injerto, afecciones en
el sitio donante, entre otras (37).

Por lo tanto, la ingenieria tisular, pretende dar una nueva alternativa de tratamiento (37), en
la cual se pueda realizar la diferenciacion de SCAPs a células osteogénicas para lograr un
injerto sin riesgos de rechazo, y que resuelva uno o méas de los problemas que estan
registrados referentes a los tratamientos antes mencionados, y asi tener tejidos competentes

gue incluso tengan masculo, inervacion y vascularizacion.
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4.4 Ingenieria tisular.

Es un campo de investigacion en el cual se pueden formar nuevos tejidos, regenerarlos,
sustituirlos o mejorarlos, para ayudar en el tratamiento de lesiones o en caso de insuficiencia
de drganos o tejidos (38). La ingenieria tisular parte de elementos que nos dicen que la
regeneracion de los tejidos se da al combinar células, biomateriales y factores de crecimiento
junto con medios inductores. Si estos elementos actian de manera armoniosa dara como

resultado la regeneracion y/o formacion de tejidos (39).

4.4.1 Células troncales

Las células troncales o Stem Cells (SC, por sus siglas en inglés), son células primitivas de
forma fibroblastoide de origen mesodérmico y fungen como una unidad de desarrollo en la
etapa embrionaria y de regeneracion en la etapa adulta humana (48). Estas células se pueden
obtener de diferentes tejidos como de la médula dsea, piel, tejido adiposo, membranas
sinoviales, hueso trabecular, sistema nervioso e incluso de la cavidad bucal (49). Para que las
SC sean viables para su uso en regeneracion tisular deben cumplir ciertos criterios como:
tener adherencia al plastico en condiciones estandar de cultivo, tener morfologia
fibroblastoide, expresar marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 (positivos), CD34,
CD45, CD14, CD11, CD79, CD19 y HLA-DR (negativos), que menos de un 3% de la
poblacién los exprese y por Gltimo tener capacidad multipotencial osteogénica, condrogénica

y adipogénica in vitro (50).

4.4.2 Clasificacion de las SC.
La clasificacion de estas células esta dividida por su origen y por su potencial o capacidad de

diferenciacion (48).

4.4.2.1 Por su origen, las SC se dividen de la siguiente forma:
e Embrionarias (SCE o ESCs por sus siglas en inglés): Son celulas pluripotentes que
tienen la capacidad de diferenciarse a cualquier tipo de célula del organismo y

también pueden dividirse un numero “ilimitado” de veces (51).
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Adultas (ASCs por sus siglas en inglés): Son células con capacidad de
autorrenovacion por cierto periodo de tiempo Yy pueden diferenciarse
especializdndose en el mismo tipo celular de donde se derivo (51).

Células Troncales Pluripotentes inducidas (iPSC por sus siglas en inglés): Estas
fueron descubiertas por Takahashi, y col. Y demostraron que era posible reprogramar
el desarrollo celular y obtener células con caracteristicas muy similares las ESC’s
(52). Recientemente, usando una metodologia similar, varios estudios han reportado
la obtencion de iPSC humanas (53), por lo cual no se requiere la utilizacion de
embriones y esto permite a la comunidad cientifica tener una fuente de células

pluripotentes viable y socialmente aceptable (54).

4.4.2.2 Por su potencialidad o capacidad de diferenciacion podemos encontrar:

Totipotenciales: Pueden dar origen a todas las células embrionarias, se derivan de la
morula y solo estan presentes en la etapa embrionaria (48,55)

Pluripotenciales: Provienen del blastocisto, éstas no pueden generar un embrién
completo, pero pueden diferenciarse en endodermo, mesodermo y ectodermo pero
solo se encuentran en la etapa embrionaria (56, 57).

Multipotenciales: Tienen un rango limitado de diferenciacién a linajes celulares de
acuerdo con su localizacion, son autorrenovables de por vida y se ha visto que en los
organismos adultos o in vivo, estas células pueden dividirse repetidamente para
repoblar un tejido (57).

Oligopotenciales: Dan origen a dos 0 mas tipos celulares en un tejido (51).

Unipotenciales: Son capaces de generar un solo tipo de linaje celular (58).

4.4.3 SC bucales.

En la cavidad bucal, las células troncales mesénquimales (MSC por sus siglas en inglés)

tienen potencial de multidiferenciacion, incluyendo linaje osteodontogénico, adipogenico y

neurogénico. Estas células se pueden clasificar en las que se derivan de 6rganos dentarios y

las que se derivan de la mucosa bucal (59).
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MSC derivadas de tejido dental:

e SC de la pulpa dental de dientes permanentes (DPSCs por sus siglas en inglés):
Son multipotenciales y tienen capacidad de adherencia en cultivo (60), estas pueden
regenerar tejidos dentales y se obtienen frecuentemente de la pulpa de los terceros
molares extraidos (61).

e SCdelapulpade dientes deciduos exfoliados o temporales (SHEDs por sus siglas
en inglés): Estas pueden diferenciarse a células nerviosas, adipocitos y a células
odontogeénicas (62).

e SC del foliculo dental (DFPCs por sus siglas en inglés): Son células desarrolladas
del mesénquima que rodea al germen dentario cuando se desarrolla y se pueden
obtener antes de que el rgano dental erupcione (63).

e SC de la papila apical (SCAPs por sus siglas en inglés): Tienen un alto potencial
proliferativo y gran capacidad de autorrenovacion, también son capaces de
diferenciarse a distintos linajes de células (osteogénicas, odontogénicas,

neurogénicas, adipogeénicas, condrogénicas y hepatogénicas) (5).
MSC de tejidos blandos:

e SC del ligamento periodontal (PDLSCs): Estas células son capaces de formar

cemento radicular y tejidos periodontales (64).
MSC derivadas de la mucosa:

e SC de la mucosa bucal y las SC de la encia: Tienen capacidades parecidas tales

como capacidad de autorrenovacion y diferenciacion multipotente (65).

La aplicacion de las SC en odontologia esta dirigida a diferentes tratamientos como la
reparacion de defectos dseos, regeneracion de tejido dental, trasplante de dientes,
regeneracion y formacion del complejo dentinopulpar, formacion de tejido periodontal,
formacion de bioraices, e incluso se ha llegado a investigar la formacién de un dérgano

dentario en su totalidad (66).
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4.4.4 SC estudiadas de otras especies para su aplicacion en humanos.

Se han obtenido SC de distintos animales como roedores, que en particular son animales
frecuentemente utilizados para la obtencion de estas células e incluso estudios demuestran
que bajo condiciones adecuadas las células obtenidas de rata pueden actuar como células
embrionarias (67). Se han estudiado in vitro SC derivadas de tejido adiposo, de médula dsea,
cordon umbilical e incluso ligamento periodontal obtenidas de equino (68). Otro animal del
que se han obtenido iPSC es el conejo (106), mismas que se han utilizado para su
diferenciacion a tejido cardiaco in vitro (69). Se ha realizado la obtencion de SC de hurones
(70), y de bafalos (107), pero debido a que la investigacion busca semejanza entre el humano
y el animal del que se obtendran las celulas, los cerdos han tomado ventaja por la similitud
en el tamafio de sus 6rganos con el de los humanos, también porque es un animal accesible,
y al realizar ensayos in vitro y posteriormente ensayos clinicos, los cerdos son modelos

grandes, esto ayuda para llevar a cabo los ensayos que se quieran realizar (71).

4.5 Biomateriales

Estos son materiales utilizados para sustituir o suplir temporalmente la matriz extracelular y
la fisiologia de tejidos previamente perdidos o faltantes dentro de un organismo vivo, estos
deben ser compatibles biol6gicamente y se emplean también para la elaboracion de andamios
utilizados en la ingenieria tisular (94), por lo tanto, existen diversos variedades como metales,
ceramicas, vidrios, acero y aleaciones metalicas, polimeros sintéticos, polimeros naturales

entre otros (40).

Clasificacion Tipo de material

e Policaprolactona (PCL)

e Poli (4cido L-lactico) (PLA)

_ e Poli (acido DL lactico-co-acido glicélico) (PLGA)
Materiales ] o _
e Polimeros a base de polietilenglicol (PEG)

e Poli (tereftalato de etileno) (PET)

poliméricos

e Poli (fumarato de propileno) (PPF)
e Alcohol polivinilico (PVA)
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e Poli (amino-amina) (PAA)

e Poliuretanos (PU)

e Poli (metacrilato de 2-hidroxietilo y metacrilato de 2-
hidroxietilo-co-metacrilato de metilo) (PHEMA / PHEMA-
MMA)

e Poli (N-2- (hidroxipropil metacrilamida) (PHPMA)

e Hidrogeles

e fosfato tricalcico beta (B-TCP)
e Hidroxiapatita

e Cemento de fosfato célcico
Ceramicos e Ceramicas bioactivas

o Oxido de aluminio

e Biovidrios

e Aceros inoxidables

Metales e Aleaciones tales como Co-Cr, Co-Cr-Mo, Co-Cr-Ni

e Titanio

Tabla 2-Clasificacion de materiales (40,41, 42,43).

4.5.1 Andamios.

Los andamios cumplen la funcion de una matriz extracelular (MEC) que al interactuar con
las células permite el transporte de sefiales quimicas celulares, da soporte estructural y regula
la transferencia de las fuerzas mecénicas celulares, asi mismo la estructura de los andamios
modifica la respuesta celular (41). Sin embargo, los andamios deben tener caracteristicas en
su disefio tales como biocompatibilidad, conductividad para la fijacion y proliferacion
celular, capacidad de combinacion con los factores de crecimiento, favorecer la neo
vascularizacion, tener soporte mecanico, que su degradacion sea paulatina y no toxica, y
deben tener un tamafio adecuado en su estructura que se ajuste a las necesidades del cultivo

que se quiere realizar (42).
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4.6 Policaprolactona (PCL).

Este es un material polimérico hidrofébico, biodegradable, semicristalino, este tiene ventajas
tales como su capacidad de moldearse, es muy resistente, elastico, su temperatura de fusion
es baja (60°C), es biocompatible, bio absorbible y resulta de facil fabricacion lo que permite
que se le puedan dar muchas presentaciones para sus diferentes usos (44). También se pueden
modificar sus propiedades de adhesion y biocompatibilidad si se le afiaden grupos quimicos
funcionales. La PCL es un poliéster del grupo de los poli-a-hidroxiacidos y lo conforma una
sola cadena repetida de € — caprolactona (97), esta aprobado por la FDA por lo cual se ha
utilizado en el uso de farmacos y productos médicos de curacion (46), y a su vez al mezclarse
con otros elementos se han realizado membranas poliméricas para regeneracion ésea (47).
Este material es bioactivamente bajo y esto le proporciona desventajas en la aplicacion en
regeneracion tisular, sin embargo, actualmente se le incorporan fases cerdmicas que fungen
como osteoconductores/osteoinductores lo que hace que la PCL se convierta en uno de los
materiales de eleccion hoy en dia (96) aungue estudios han demostrado que la PCL por si

sola es osteoinductor y osteoconductor (99).

4.6.1 Propiedades de la PCL

Principalmente la PCL presenta resistencia mecénica, resistencia a la compresion, resistencia
elastica y resistencia a la traccion (95), este material tiene un nimero de peso molecular de
530 a 630 000 Mn/g mol-1, su densidad es de 1.071 a 1.200 p/g cm-3, su temperatura de
transicion del vidrio es de -65 a -60 Tg/°C, su temperatura de fusion es de 56 a 65Tm/°C, su
temperatura de descomposicion es de 350°C, su viscosidad inherente es de 100 a 130 ninh /
Cm3 g-1, su viscosidad intrinseca es de 0.9 ninh / Cm3 g-1, su fuerza de tensién es de 4 a
785 o/MPa 'y su capacidad de elongacion es de 20—1000 &/% (98).

4.6.2 Formas de fabricacion de la PCL.

Las formas de fabricacion de este material mas conocidas son:

Tipo de impresion 3D, es una técnica de manufactura que por
Modelado por deposicion

s medio de capas genera formas con el material fundido de
fundida (FDM)

eleccion (99, 100).
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Electrohilado

Teécnica en la cual se realizan fibras ultrafinas para obtener
nanofibras (99, 101).

Lixiviacion de porégenos

Esta téecnica consiste en colocar un compuesto porégeno
dentro de una solucién polimérica, se mezcla y se seca para
dar forma tridimensional, después disolverd el compuesto

pordgeno formando asi la red 3D (99, 102).

Espumado con gas

En esta técnica, se forman discos comprimidos de polimero,
estos se calientan por encima de su temperatura de transicion
vitrea y luego con CO2 a presion, disminuyéndola poco a
poco para asi formar los poros en la matriz, los cuales
dependen del CO- inyectado en la tasa de reduccion de la

presion del gas que se ha inyectado (99, 102).

Tabla 3 - Formas de fabricacion de andamios de PCL

4.6.3 PCL mezclado con otros materiales para mejorar sus propiedades.

La PCL se ha mezclado con diferentes materiales para brindarle a este material mejores

propiedades mecénicas, tasas de degradacion controlables y bioactividad mejorada (Tabla 4).

NATURALES

PCL-Quitosano (CS)
(Hidrogel 3D)

e Fabricado por liofilizacion

e Buena respuesta celular

e Menos rugosidad en la superficie del andamio
e Menos resistencia a la traccion

e Resistencia a la compresion quedo igual

CS+

Nanofibrilacion al 5- | ¢  Mayor humectabilidad
10% = PCL

electrohilable.

e Fabricada por Electrospinning

e Mayor resistencia a la traccion

e Mayor proliferacion y adhesion celular

Seda

e Fabricado por liofilizacién
e Buena adhesion
e Buen crecimiento y proliferacion celular

e Gran biodegradabilidad y biocompatibilidad
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Si cambia el contenido de seda los resultados no

son los mismos.

Seda de arafa +

Gelatina

Fabricado con Elctrospinning
Alta porosidad

Buena citocompatibilidad.

Colageno

Electrospinning
Aumento lineal de la densidad de fibroblastos

dérmicos humanos.

Alginato

Adhesion celular enriquecida

Angiogénesis

SINTETICOS

PLLAY MWCNT

Fabricado por fase de separacion
La cinética de degradacion se puede controlar
variando el contenido de MWCNT

PLA/HA

Fabricado por Electrospinning
Mayor bioactividad

Reduccion gradual de las propiedades mecanicas.

PCL/PU

Fibras de PCL hiladas por gravedad con fibras
elasticas de poliuretano (PU), fundicién por
solvente

Formacion de monocapa de células endoteliales
funcionales estables

Control en la liberacién de moléculas bioactivas.

PLGA

Fabricado por Electrospinning
Mayor biocompatibilidad

Buena adhesién celular

PLLA-PCL en

membranas porosas

Fabricado por extraccion por congelacion
Mayor tiempo de degradacion

Perdida de propiedades mecanicas
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Poliestireno (PS)

Fabricadas por recubrimiento por centrifugacion

Peliculas delgadas de PCL-Poliestireno.

Fabricada por fase de separacion

PGA Porosidad y tamafio de poros similares al hueso
Fabricada por autoaglomeracion de nanofibras
inducida térmicamente o por Electrohilado
Mejores propiedades mecénicas

PLA

Bioactividad in vitro
Mejor viabilidad

Diferenciacion osteogénica

CERAMICOS

Forsterita (Mg 2 SiO
4)

Fabricada por fundicion por disolventes vy
lixiviacion de particulas

Mejores propiedades mecanicas

Mejor bioactividad

Mejor biodegradacion

No es citotoxico

Alginato de Ca

Fabricado por fase de separacion
Poros homogéneos

Porosidad similar a la 6sea

Oxido de aluminio
PCL (AL 20 3)

Fabricado por Electrospinning

Mejores propiedades mecanicas

Fosfato de magnesio
(MP-PCL)

Fabricado por lixiviacion de particulas

Mejoré el tiempo de degradacién

Fosfato de calcio

Fabricado por espuma de gas
In vitro hubo mejor adhesion, crecimiento y

proliferacion celular
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Nanohidroxiapatita | e Fabricado por lixiviacion

para formar PCL/ | e Gran compatibilidad in vitro e in vivo
nHA

Microesferas de e Fabricado por fundicion con disolvente
vidrio bioactivoy | e Se mostré un desempefio mejorado
fibras de vidrio de
vidrio de fosfato de
calcio(50P 2 O 5 +

50Ca0)

e Fabricado por fundicién de disolventes
Fumarato de
o ) e Mejoras en sus propiedades fisicas, mecanicas y
polidiisopropilo ) )
osteoinductivas.

Tabla 4. Materiales que se han mezclado con PCL (Dwivedi, 2020).

4.7 PCL en regeneracion 6sea y estudios previos.

Este material se ha usado para cubrir heridas, para realizar elementos biocompatibles como
implantes vasculares electrohilados (45). Estudios han demostrado que los andamios
electrohilados de PLGA / PCL modificados mediante iones de plata son una matriz funcional
que presenta propiedades biocompatibles, osteogénicas y antibacterianas indicativas de su
potencial terapéutico para la regeneracion Osea craneofacial (103). Otras investigaciones
demostraron en estudios in vitro, que células troncales de tejido adiposo sembradas en nano
andamios de PCL/ALG presentaron capacidad de diferenciacion osteogénica y también una
respuesta favorable para su mineralizacion (104). La PCL también se ha conjugado con
proteina morfogenética dsea, lo cual también produce una diferenciacion osteogénica rapida
de células adiposas, por lo cual estos andamios pueden ser utilizados para la regeneracién
6sea (105).

4.8 Induccidn de SCAPs a linaje osteogénico.

Se han realizado estudios a las SCAP donde se ha visto que estas expresan marcadores
CD146, CD105, CD73 y CD90, pero no expresan marcadores CD34, CD45 y CD14 SCAP
y tienen la capacidad de formar tejidos calcificados de novo en portadores de hidroxiapatita

/ fosfato tricalcico (72). Asi mismo, estudios han indicado que las SCAPs humanas tratadas
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con biomateriales pueden diferenciarse en osteoblastos u odontoblastos, y a su vez estos
pueden formar tejidos similares a huesos o dentina en condiciones in vitro adecuadas (73).
También se han realizado estudios in vivo donde se demuestra que la presencia de proteinas
especificas es fundamental en la diferenciacion odonto-osteogenica y mineralizacion de las
SCAPs (74).

4.9 Ingenieria tisular 6sea (ITO).

Los injertos 6seos fabricados con ingenieria tisular se posicionan como opciones muy
favorables por las desventajas que aun presentan los injertos autologos: biodisponibilidad
limitada, escasa osteinduccion de los xenoinjertos, posible rechazo de estos ultimos (75), e
incluso la falta de las caracteristicas principales de los injertos, las cuales son:

osteoconduccion, osteoinduccidn, osteogenesis y osteointegracion (76).

4.9.1 Células parala ITO.

Las células para ser utilizadas deben elegirse con mucho cuidado ya que van a interactuar
con el andamio y van a segregar una matriz extracelular (MEC), cuyas caracteristicas
beneficiaran o afectaran la futura regeneracion 6sea. De esta manera, las MSC son una gran

opcidn por sus caracteristicas mencionadas anteriormente (39).

4.9.2 Andamios para la ITO.

Son matrices tridimensionales en donde las células van a realizar su desarrollo y
diferenciacion hasta conseguir el tejido deseado. Deben tener las siguientes caracteristicas:
bioabsorbilidad, biocompatibilidad, biomimesis, biodegradabilidad, bioactividad,
microarquitectura, porosidad, propiedades de superficie, osteoinductividad y propiedades
mecanicas (77). Asi mismo, un andamio dirigido al tratamiento de defectos 6seos debe tener
caracteristicas como: dar soporte mecanico que proteja el area del defecto y la periferia,
prevenir la fibrosis, ser osteoconductivo, ayudar a la neovascularizacion y permitir el

crecimiento normal de la zona donde se coloque el injerto, en dado caso que lo requiera (42).
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4.9.3 Medios inductores.

Son proteinas y moléculas orgéanicas que promueven la regeneracion y proliferacion celular
por medio de estimulos de activacion sobre las mismas para que estas se dividan, migren, se
puedan diferenciar y posteriormente se mantengan o sufran apoptosis (93) y también pueden

activar los mecanismos de reparacion de los tejidos in vivo (78). Ver Tabla 5.

Proteinas Factores Agentes de uso clinico

e Proteinas Notch e Factor de las SC e Factor estimulante de

e Proteina 2 unida al e Factor de colonias de granulocitos
factor de crecimiento crecimiento 1 de e Factor de las células stem
de insulina los fibroblastos e Antagonista del receptor 4

e Proteina morfogénica por la de la quimiocina CXCR4
Osea-4 trombospondina

e Proteinas de la via e Prostaglandina E2
Hedgehog

e Citosinas

e Enzimas

Tabla 5 - Proteinas inductoras o moléculas bioactivas (78)

4.9.4 Proteinas para medios de induccion.

Las proteinas ayudan estimulando el crecimiento, diferenciacién y maduracion de las células
y unidas en los medios inductores pueden iniciar el proceso de formacion de tejidos
especializados, los factores de crecimiento mas utilizados para la ITO son las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP por sus siglas en inglés) (39), el factor de crecimiento similar a
la insulina I y 1l (IGF-1 e IGF-II por sus siglas en inglés), el factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF por sus siglas

en inglés) y acido (aFGF por sus siglas en inglés) (79).

4.9.5 Constructo tisular.
Se le denomina de esta manera al producto o sistema compuesto por el andamio, las células

sembradas y medios inductores que una vez dada la diferenciacion de las células troncales se
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obtiene una estructura capaz de promover la regeneracion tisular de un érgano o tejido que

no se encuentre en estado de salud o que falte en el organismo (108).

5. Ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular.

La citotoxicidad celular es la alteracion que sufren las células en su fisiologia bésica que le
puede presentar la muerte. Por esta razon se han adaptado pruebas y ensayos para estudiar
las reacciones toxicas que lleguen a desarrollar los andamios sobre las células (80). Estos
ensayos son utilizados para conocer la biocompatibilidad de los biomateriales con las células.
Estos nos van a permitir observar si existe crecimiento celular o inhibicion del mismo y/o
registrar si existe dafio o muerte celular causada por el biomaterial (81).

A continuacion, se describen algunos de los ensayos de citotoxicidad y viabilidad mas
utilizados:

5.1 Live/Dead kit: El Kit de viabilidad de LIVE / DEAD es utilizado para reconocer de
manera sencilla y rapida las células muertas de las vivas, realizando tincion en las células de
manera distinta, ya que el activo yoduro de propidio penetrara en las células dafiadas, y daré
como resultado dos tinciones, una mostrara las membranas celulares intactas o vivas,
mientras que la otra mostrara a las células con membranas dafiadas (82).

5.2 MTT Kit: El kit determina el nimero celular por medio de lecturas de absorbancia con
microplacas. Este puede medir las tasas de crecimiento celular por medio de indicadores
fluorescentes determinacion del ndmero de células usando indicadores fluorescentes o
cromogénicos, convierte el MTT soluble (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio) a un formazan insoluble (83).

5.3 Ensayo Alamar Blue: Este ensayo va a analizar a la célula viva en un ambiente quimico

reductor, utilizando la resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-i0-3-ona) como principio
activo, el cual permite la constante monitorizacion de las células cultivadas. La resazurina es
tincion azul que al sufrir reduccion se convierte en resorufina (tincidn rosa). Este cambio de
color se da por la captacion de electrones celulares, reductasas mitocondriales y enzimas. La
lectura de la viabilidad se dara por el cambio de color visible por lecturas

colorimétricas/fluorimetricas (84).
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6. Planteamiento y definicion del problema.

El labio y paladar fisurado es la principal anomalia craneofacial que afecta a Latinoameérica,
y tiene una incidencia de aproximadamente 1.2 a 1.6 por 1000 nacimientos vivos. Esta
patologia afecta varias areas de la vida del individuo que la padece (86), por lo cual debe ser
tratada con el fin de recuperar en el paciente las funciones bucofaciales que se encuentran
mermadas por esta malformacion (87). Esta patologia es tratada mediante maltiples cirugias
que implican el uso de injertos de hueso para colocarlo en la fisura (88), sin embargo, siguen
teniendo desventajas (89) y requieren de tratamientos complementarios multidisciplinarios
(87). Se ha estudiado el potencial de las SC de diferentes tejidos para el tratamiento de este
padecimiento, sin embargo, se siguen haciendo estudios para mejorar la calidad del
constructo formado e incluso conocer en que andamios se da un mejor resultado en la
diferenciacion (75). En ese sentido, la presente investigacion tiene como fin utilizar
andamios hechos en PCL por medio de impresion 3D sembrados con SCAPs de cerdos
Vietnamita, para elaborar y evaluar constructos tisulares 0seos y de esta manera aportar
alternativas a la escases de donaciones de tejidos, buscando una solucién para futuros ensayos
in vivo y asi poder determinar su factibilidad en aplicaciones para tratamientos en humanos
(34).

7. Objetivos.
7.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades osteogénicas de constructos de PCL 3D con SCAPs obtenidas de

cerdos Vietnamita para su probable aplicacion en ingenieria tisular 6sea.
Objetivos especificos

7.1.1 Evaluar la citotoxicidad del andamio de PCL 3D sobre las SCAPs de cerdo vietnamita
por medio de ensayos de vida 'y muerte y MTT.

7.1.2 Evaluar ladiferenciacion a linaje osteogenico de las SCAPs obtenidas de papila apical
de cerdo Vietnamita en los andamios de PCL 3D, y comprobar con las tinciones VVon

Kossa y rojo de alizarina la presencia de nddulos célcicos.
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8. Hipdtesis de investigacion.
El andamio permitira la viabilidad y proliferacion de las SCAPs de cerdo vietnamita y
permitira su adecuada diferenciacion a linaje osteogénico, con lo cual puede ser propuesto

para uso en la ingenieria tisular dsea.

9. Materiales y métodos.

Se utilizaron SCAPs de un cerdo vietnamita macho de 1 afio. Los procedimientos para los
ensayos in vitro se realizaron dentro de una cabina de bioseguridad tipo 11 con flujo laminar
vertical. (Telstar Bio 1l Advance).

9.1 Conteo y viabilidad celular.

Para realizar los ensayos correspondientes se despegaron las células de las cajas de cultivo y
se contabilizaron. Para ello, se retird el medio de cultivo que contenia la caja y se lavé con
PBS, se adicionaron 2 ml de TrypLE Express (GIBCO), se incubd durante 5 minutos a 37°,
posteriormente se agregaron 2 ml de DMEM bajo en glucosa (Biowest) suplementado al 10%
con SFB y 1% de antibidtico y antimicdtico con el fin de inactivar el efecto disociativo del
Tryple express. Se colocé en un tubo de 15 ml (TPP) y se centrifugd durante 10 minutos a
600 G (SIGMA 2-16 KL). El sobrenadante se retird y se le colocd 1 ml de medio de cultivo
fresco para resuspender el botdn celular.

Para el conteo celular se tomaron 90 pl de la suspension celular y se colocé en un tubo
Eppendorf de 0.5 ml, se agregaron 10 ul de Azul tripano, se resuspendio y se colocaron 10
ul de la solucién en una camara de Neubauer. Se observo al microscopio para realizar el
conteo celular, de acuerdo con la siguiente formula:

# de células vivas (10,000)(2)
4

Se sembraron 5,000 células por pozo en una placa de 96 pozos para realizar los ensayos de

Concentracion =

citotoxicidad y de diferenciacion osteogénica.

9.2 Ensayo de citotoxicidad celular

Se realizé el procedimiento anteriormente descrito para sembrar 5000 células por pozo.

El andamio (PCL 3D) se cortd sobre una caja Petri en cubos de aproximadamente 6x6x6 mm
(llustracion 4), y se colocaron en pozos en una placa de cultivo de 96 pozos (TPP), uno por
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pozo. El ensayo se realizo6 por quintuplicado. Los andamios fueron realizados por el Dr. Luis
Rodriguez en Espafia. La PCL utilizada en este proyecto se proporcioné directamente como
1,75 £ 0,005 mm de filamento para impresoras 3D estandar (3D4makers.com, Mw: 84500 +
1000, 100% puro, Haarlem, Paises Bajos). Para la fabricacion de los andamios se utilizo el
Hephestos 2 (Prusa i3 - BQ, Madrid, Espafia) con cama calefactable. La extrusora fue un

engranaje de accionamiento doble, con una boquilla de 400 pm.

llustracion 4 - Andamios de PCL 3D

Se sembraron 5000 células sobre cada andamio y se sembré el mismo volumen en pozos sin
andamio como grupo control. Se incub6 por 20 minutos para permitir la adherencia celular a
los andamios y a los pozos. Se colocaron 200 pl de medio de cultivo en cada pozo y se
mantuvo bajo condiciones de cultivo estandar. El ensayo se disefié para analizarlo a los 3, 7
y 10 dias de cultivo.

El ensayo de citotoxicidad celular se realiz6 con el Cell Proliferation Kit 1 (MTT Roche), de
acuerdo con las indicaciones del fabricante, siempre protegido de la luz, dejando en cada
pozo 100 ul de medio de cultivo y agregando 10 ul del reactivo de MTT (al 10% del volumen
de medio de cultivo contenido en el pozo). Se incubd a 37°C durante 4 horas, para después
adicionar en cada pozo 100l de solubilizante isopropanol y se dej6 actuar durante toda la
noche. Se realizaron lecturas a 570 y 630 nm en el espectrofotdbmetro y posteriormente se
realizo el andlisis de los datos obtenidos.
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9.3. Analisis estadistico de resultados de prueba MTT.

Se utiliz6 el programa estadistico Stata v. 14 (Stata Corp, College Station, TX, USA).
Primero, se realiz6 un analisis descriptivo del ensayo MTT para la lectura de cada pozo a los
3, 7 y 10 dias, tanto del andamio como del control. Posteriormente, se realizd un analisis
bivariado para comparar el resultado de los pozos entre andamio y control. Se utilizé la
prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney, considerando un valor de p<0.05 como
estadisticamente significativo.

9.4 Induccion de las SCAPs a linaje osteogenico.

Se despegaron las células con el procedimiento descrito en el punto 9.1.

En una placa de 24 pocillos, el sembrado se realizé en grupos de tres. El primer grupo fue el
control, en el cual solo se sembraron 5000 células por pozo con medio DMEM completo bajo
en glucosa, el segundo fueron 5000 células sobre el pozo utilizando medio inductor
osteogénico (STEM CELL) y el andamio de PCL 3D, el tercer grupo fue de 5000 células
sobre el andamio PCL 3D con medio DMEM completo bajo en glucosa.

Cada tercer dia se realizé el cambio de medio, manteniendo los cultivos durante 28 dias.
Para corroborar la adquisicion del fenotipo osteogénico se realizaron tinciones con Von

Kossa y Rojo de Alizarina.

9.5 Ensayos histolégicos con las tinciones Von Kossa y Rojo de Alizarina

Tanto los pozos experimentales, como los pozos control se lavaron con PBS dos veces,
cuidando que no permanecieran secos durante mas de 1 minuto, y se fijaron con
paraformaldehido al 3.7%, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo
se lavé con agua destilada tres veces y se le coloco a seis de los pozos (dos por grupo) la
tincion Von Kossa Stain Kit (NovaUltra) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
agregaron 200 pl por cada pozo de nitrato de plata, se incub6 con luz UV durante 60 minutos
y posteriormente se lavd con agua destilada. Seguido de ello, se colocaron 200 pl de solucion
de toisulfato de sodio en cada pozo, y se dejé actuar durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Pasado dicho tiempo se lavé con agua destilada, se colocaron 200 pl de solucién
nuclear roja rapida en cada pozo, se dejo actuar durante 5 minutos, se lavé con agua destilada

y finalmente se observaron los pozos al microscopio 6ptico (LEICA).
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Para el Rojo de Alizarina (Sigma-Aldrich) se coloco la tincidn en los siguientes seis pozos
(dos por grupo) y se dejo actuar durante una hora, se retir6 la tincion, posteriormente se lavé
con agua destilada hasta que el agua saliera limpia y se observaron bajo el microscopio

optico.

10. Resultados.

10.1 Citotoxicidad celular por medio de ensayo MTT.

En el ensayo MTT, el color amarillo del reactivo se torna de color azul (por las sales de
formazan) gracias a la actividad mitocondrial de las MSC, el numero de células vivas es
proporcional a la coloracion por el formazan que se haya producido a los diferentes dias de
incubacion.

Para este proyecto se realizé el ensayo MTT con el fin de evaluar la citotoxicidad del andamio
de PCL 3D sobre las SCAPs para evaluarlas a los 3,7 y 10 dias de cultivo, comparando los
pozos que contenian a las SCAPs en el andamio de PCL y los pozos controles que solo
contenian a las células. Este ensayo se realizo por quintuplicado, para mayor precision en los

resultados, como se observa en la siguiente figura.

Andamio + SCAPs + Medio de OOOOOOOOOOOO
cultivo (10 dias) OO@@@@@OOOOO
Andamio + SCAPs + Medio de OO©®®®®OOOOO
cultivo (7 dias) OO@@@@@OOOOO
Andamio + SCAPs +Medio de OO®®®®®OOOOO
cultivo (3dias) OOOOoOeOo0O0OO00)
OO@®@@®@@® OO0
0l0)0/0)0/0/0:0)0:010!0,

9 @ &

| SCAPs+ Medio de cultivo

llustracion 5- Figura de la placa donde se realizo la prueba MTT
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Se realiz6 el procedimiento antes descrito y se obtuvieron los siguientes resultados después

de realizar la lectura con el espectrofotometro:

Dias de Contenido | Desviacion
sembracdio del pozo Resultado de lectura de cada pozo Promedio estAndar

i Andamio 1.098 | 1.228 | 0.765 | 0.89 | 1.044 1.005 0.18

3 dias Control 1.208 | 1.989 | 1.299 | 1.747 | 1.438 | 1.5362 1.21
] Andamio | 1.306 | 2.228 | 1.497 | 0.907 | 1.579 | 1.5034 0.48

7 dias Control 2413 | 2372 | 2.16 | 1.784 | 1.745 | 2.0948 0.32
) Andamio 2174 | 2.064 | 1.304 | 1.452 1.9 1.7788 0.38

10 dias Control 2419 | 2321 | 2.091 | 2.026 | 1.719 2.1152 0.27

Tabla 7 - Resultados del espectrofotémetro

Se graficaron los resultados (Figura 6)

Proliferacion a diferentes dias de incubacion

2.5

N

1.5

Proliferacion
[

0.5

3 7 10
P =0.0163 P =0.0472 P =0.1745

B andamio M control

llustracion 6 - Grafico comparativo del ensayo MTT
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10.2. Analisis estadistico de prueba MTT.
Los datos se midieron en base a porcentajes, siendo los resultados de los controles de cada
dia de cultivo tomado como 100% y asi poder asignar un porcentaje a los resultados de los

cultivos con el andamio, y quedo de la siguiente manera:

DIA DE CULTIVO % DE PROLIFERACION VALORES DE P
CONFORME AL CONTROL
3 65% P= 0.0163
7 2% P =0.0472
10 84% P=0.1745

*De la prueba U de Mann Whitney

Como se puede observar en los resultados en los dias de cultivo 3 y 7 se observd una
diferencia estadistica significativa, sin embargo, al dia 10 de cultivo no existe diferencia ya
que en porcentaje el resultado se acerca mucho al 100% que representa el control, esto lo
podemos interpretar como que el andamio y el control pueden llegar a ser iguales.

Por lo que se puede decir que el andamio si permite de manera favorable la proliferacion de

las células.

10.3 Adquisicién del linaje osteogénico mediante la Tincién de Von Kossa.

Es una técnica cualitativa para tefiir los depdsitos de fosfato inorganico del hueso, al hacer
que las sales de nitrato de plata reaccionen con los iones presentes en los depdsitos calcicos.
Se coloco la tincién en 6 pozos donde se sembraron tres grupos, el primero con SCAPs y
medio DMEM, el segundo con SCAPs en el andamio PCL 3D con medio inductor
osteogénico y el tercero SCAPs en el andamio PCL 3D con medio DMEM. A los 28 dias de

cultivo se podian observar como se muestra en la ilustracion 7.
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lHustracion 7- Vista de la tincion Von Kossa a 28 dias de cultivo

llustracion 7A. En los pozos donde solo se encontraban las células en el pozo en medio
DMEM no se observo presencia significativa de tinciones célcicas, solo pequefios cumulos
aislados al fondo del pozo.

llustracion 7B. La tincion sobre las células en el andamio con el medio de diferenciacion
fue significativa, se observaron nodulos calcicos en el fondo del pozo cercanos al andamio y
en ciertas zonas se observé una concentracién mayor de los mismos.

lHustracion 7C. En los pozos donde se encontraban las células con el andamio en medio

DMEM se observo presencia de nddulos célcicos cercanos al andamio.

10.4 Adquisicién del linaje osteogénico mediante tincion con Rojo de alizarina.

El rojo de Alizarina se utiliza para reforzar e identificar si habia presencia de calcificaciones
en los cultivos realizados. En el grupo control se registré una tincion media y concentrada al
dia 28 en ciertas zonas del pozo como se muestra en la ilustracion 8A.

En el grupo que tenia las células en el andamio PCL 3D con medio de cultivo DMEM, se
observo una tincién constante en forma de perlas cerca del andamio con una zona de
mineralizacion importante en un costado del andamio como se observa en la ilustracion 8B.
En los pozos donde se encontraban las células con el medio de diferenciacion en el andamio
de PCL 3D, se observaron zonas mineralizadas aisladas tanto cerca del andamio como lejos

del mismo. No se observo una diferencia significativa en el aumento de la calcificacion en
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comparacion al grupo control y al grupo que no contaba con el medio de diferenciacion,

como se observa en la ilustracion 8C.

llustracién 8 - Tincion rojo de alizarina a 28 dias de cultivo

llustracion 8A. Se observan depositos calcicos en un pozo de control al dia 28 de cultivo. Las
deposiciones de matriz calcificada se visualizaron con tincion rojo de alizarina, estas zonas

se observan de color marrén rojizo. Se observaron con microscopio invertido.

Ilustracion 8B. Se observan nodulos calcicos pequefios de color marrdn rojizo en la zona

cercana al andamio con microscopio invertido al dia 28 de cultivo.

llustracion 8C. Se observan zonas calcificadas cerca del andamio, pero también lejos de

este. Se pueden observar nodulos calcicos, esto al dia 28 de cultivo.

11. Discusion.

Para tratar los defectos dseos, la ingenieria de tejidos ha tenido un gran papel por las ventajas
que ha logrado representar ante las demas terapias existentes actualmente, esta ciencia
funciona gracias a sus componentes que en conjunto ayudan a la formacién de tejidos
sustitutos para tratar distintas patologias, estos componentes son las células, los factores de
crecimiento y el andamio. Cada componente debe tener caracteristicas especificas que en

conjunto brinden las condiciones adecuadas para una optima proliferacion celular.

Hasta ahora se han realizado mdltiples estudios con diferentes andamios para encontrar el
mas adecuado para la ingenieria tisular ésea, y aunque por ahora no se ha encontrado un

andamio totalmente efectivo conocemos que éste debe contar con caracteristicas especificas,
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como que debe ser biocompatible, debe proporcionar conductividad para la fijacion y
proliferacion celular, tener capacidad de combinarse con los factores de crecimiento,
favorecer la neo vascularizacion, tener soporte mecanico, que su degradacién sea paulatina
y no toxica, y tener un tamafo adecuado en su estructura que se ajuste a las necesidades del

cultivo que se quiere realizar (42).

Los andamios pueden ser fabricados de distintas maneras, especificamente los andamios que
en su estructura son porosos se pueden fabricar por medio de técnicas tales como: espuma de
gas, separacion de fases, congelar casting, Electrospinning, fabricacion aditiva, sol-gel,
lixiviacion de particulas y liofilizacion (111). Estos son hechos de diferentes materiales,
aunque por ahora ninguno ha demostrado cumplir con todos los requisitos que deberia tener
un andamio para ingenieria tisular 6sea integra, tal como se muestra en la tabla namero 7,

donde se resume las ventajas y desventajas mas evidentes de los materiales:

MATERIAL DEL

VENTAJA DESVENTAJA
ANDAMIO
) Son biodegradables, son No tienen resistencia
Polimeros (-
osteoconductores. mecanica.

o Buena resistencia mecéanica, )
Cerémicas _ Tendencia a la fractura.
buenas osteoinductores.

Metales Gran resistencia mecanica. No son biodegradables.

) ) _ Se tienen que agregar
Mejoran la resistencia o
) o factores de crecimiento
Materiales compuestos mecanica, la o
] o adecuados, debe existir una
biocompatibilidad _
porosidad adecuada

Tabla 8 - Ventajas y desventajas de los materiales para andamios (109)

La Policaprolactona es un material sintético, semicristalino e hidréfobo, tiene una gran
resistencia mecanica, punto de fusion bajo y es biodegradable (110), haciendo que la PCL
sea un material de gran interés ante otros materiales. Este material se ha utilizado en insumos
médicos como suturas, apésitos para heridas, anticonceptivos, y también como andamio en

la ingenieria tisular (112).
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En esta tesis, se realiza una propuesta para utilizar un andamio de PCL fabricadoen 3D y la
siembra de SCAPs de cerdo vietnamita y factores de crecimiento para sentar las bases de
futuros ensayos preclinicos para restituir el hueso en pacientes con paladar fisurado, ya que

en Latinoamérica encontramos un déficit de atencidn para este defecto craneofacial.

El andamio de PCL 3D, demuestra ventajas notables sobre otros andamios ya que muestra
mejoras en la bioactividad, se promueve la union, proliferacion y diferenciacion celular al
andamio, haciéndolo adecuado para su aplicacion en la ingenieria de tejidos 0seos. Asi
mismo su estructura 3D permite el crecimiento tisular, la difusion de nutrientes, gases,

biomoléculas, asi como la eliminacion de desechos (113).

Las células troncales se han utilizado en diferentes campos médicos para su uso en diferentes
terapias, sin embargo, las células troncales bucales representan una nueva fuente viable de
obtencion. En la ingenieria de tejidos las células bucales mas ocupadas son las células
troncales de la pulpa dental, ya que tienen ventajas tales como diferenciacion multilinaje,
estas pueden formar un complejo similar a la dentina, a los odontoblastos y también al hueso
(114), aunque una opcion viable ante la utilizacion de las SC de la pulpa dental es el uso de
las células troncales de la papila apical, ya que han sido comparadas con las DPSC y aun asi
las SCAPS han demostrado tener una gran capacidad de regeneracion tisular y mayor
supervivencia, asi mismo estudios demuestran que si se expone a los inductores adecuados

estas son una fuente excelente en la regeneracion de tejidos (115).

Todo esto sumado a que estas células se pueden obtener de los premolares ya que en
ocasiones en el ambito clinico los pacientes con LPH requieren la extraccion de estos dientes
por la falta de espacio en las arcadas dentales, del mismo modo estas células se pueden
obtener de terceros molares que regularmente son planeados para extraccion después de una
planificacion multidisciplinaria (116), en ese sentido el tejido de la papila apical puede
procesarse para obtener células troncales con potencialidad de diferenciarse a linaje

osteogénico y para su probable aplicacion de defectos 6seos de los mismos pacientes.
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12. Conclusiones.

La ingenieria tisular ha abierto varios campos de investigacion en la odontologia, por lo que
es necesario adentrarnos mas en como ayudar a las diferentes patologias que estan dentro de
nuestra profesion, el LPH es una de estas, por lo que con esta investigacion sumada a las ya
existentes nos podemos acercar poco a poco a que la regeneracion tisular sea un éxito para

estos pacientes, superando las desventajas que los han afectado por afos.

En este estudio encontramos que, de acuerdo a la prueba estadistica el andamio permitié la
viabilidad y proliferacion de las SCAPS, con méas de un 80% de proliferacion celular sobre
el andamio al dia 10 de cultivo, por lo tanto, se demostrd que no es citotoxico.

También se demostré que hubo diferenciacidn osteogénica, después de las tinciones, siendo
una alternativa de tratamiento adecuada que debe seguir siendo estudiada, pero que demostrd
resultados alentadores para nuestra investigacion. Por lo tanto, se logré obtener constructos

tisulares con propiedades osteogénicas.
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