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Abreviaturas

AH Acido hialuronato

BFP-ASCs Células troncales de tejido adiposo de la bola adiposa de Bichat
BMP Proteinas Morfogénicas Oseas

CAL Lipotransferencia asistida por células

CD Antigenos de diferenciacion

ECM Matriz extracelular

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ESC Las células troncales embrionarias

FGF Factor de crecimiento fibroblastico

GMSCs Células troncales derivadas de la encia

IGF Factor de crecimiento similar a la insulina
IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina
iIPSC Células troncales pluripotentes inducidas
MSC Células troncales mesenquimales

NGF Factor de crecimiento nervioso

NSF Fundacion Nacional de Ciencias

OMS Organizacion Mundial de la salud

PCL Policaprolactona

PDGF Factores de crecimiento derivado de plaguetas
PGA Acido poliglicolico

PLA Acido polilactico

PLGA Acido polilactico glicélico

SC Células troncales

TGF Factor de crecimiento transformante

TRAM Colgajo miocuténeo transverso del recto abdominal
VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial
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1.Introduccién

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea en la que intervienen factores genéticos y
ambientales (Barzaman, 2020).

Aproximadamente el 40% de las pacientes con cancer de mama requieren mastectomia para lograr
el control de la enfermedad (Albornoz, 2016), sin embargo, se asocia problemas estéticos y
psicosociales, que mejoran con la reconstruccion mamaria. Los enfoques reconstructivos actuales
siguen estando limitados por la posibilidad de complicaciones (O Halloran, 2017).

Las células troncales derivadas de tejido adiposo, especificamente de la bola adiposa de Bichat
(BFP-ASCs por las siglas en ingles de Bichat fat pad adipose stem cells) y las derivadas de mucosa
oral (GMSCs por las siglas en inglés de gum mesenquimal stem cells) son un subconjunto de las
células troncales mesenquimales (MSCs del inglés, Mesenquimal stem cells) que pueden ser una

opcion para mejorar o superar los métodos ya existentes de reconstruccion mamaria.

2. Marco teorico
2.1. Cancer

En escritos hipocraticos se menciona unas lesiones ulcerosas cronicas, algunas veces endurecidas,
que se desarrollan progresivamente y sin control semejando las patas de un cangrejo, por lo que
las denomind con la palabra griega xapkivog (karkinos=Cangrejo) dandole un significado técnico
a la palabra griega cangrejo que se escribe igual. De alli, el término pasa al latin como “cancer”
(en latin sin acento) con ambos significados, el del animal y el de Glcera maligna o cancer en el
sentido moderno. Siglos después, al formarse el castellano se derivan de la palabra latina dos
términos separados. Por una forma la palabra cangrejo para denominar al crustaceo y, por otra
parte, se consolida el término “cancer” como un término médico para un tipo determinado de
lesidn(Nuevo Diccionario Latino-Espanol Etimolégico: Raimundo de Miguel & Marqués de

Morante : Borrow, and Streaming : Internet Archive, n.d.; Salaverry, 2013).

Segun la OMS, el término “Céancer” se usa para nombrar a un grupo de enfermedades que pueden
afectar cualquier parte del organismo. Una caracteristica que define el cancer es la rapida

multiplicacién y extension de células anormales mas alla de sus limites habituales, pueden invadir
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otras partes del cuerpo y propagarse a otros 6rganos, en un proceso llamado “metastasis” y es esto

la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial (OMS, 2023).

El mecanismo de desarrollo del cancer esta asociado con un aumento de numero de células y las
alteraciones en los sistemas que regulan la proliferacion celular. Una reducida tasa de muerte

celular o apoptosis también contribuye a ciertos tipos de cancer (Lébrich & Jego, 2007).

El ndmero estimado de casos en el afio 2020 fue de 19 292 789 siendo el cancer de mama el de
mayor incidencia en el mundo (Figura 1).

Nidmero estimado de nuevos casos en 2020, Mundo, ambos sexos, todas las edades

Mama

~ Pulmén
2206 771 (11,4%)

Otros cineerss -
B E79 BA3 (46%)

.~ Colorrectal
1931 500 (10%)

/ Préistata

71 414 259 (7.3%)
/- Estbrago

1029 103 {5,6%)

Cuelle utering — ' Higado
604127 (3,1%) 905 677 (4,7%)

Total : 19 292 789

Fuents de datos:GLOBOCAN 2020
Produccién grafica: Observatorio Mundial del Cincer (ki :J.Eco.larc.ﬁrn
T Agencia IAternacional para la Irvestigacksn del Cancer 203

Figura 1. Numero estimado de nuevos casos en el mundo 2020, ambos sexos Yy todas las edades.
Tomado de OMS-GLOBOCAN (2020).

2.2. Cancer de mama

El cancer de mama es el tipo de cancer que afecta a mas nimeros de mujeres en todo el mundo.
Los factores de riesgo generales del cancer de mama en las mujeres son la edad, la infertilidad, la
edad del primer embarazo a tiempo completo, la edad de la menopausia, una mutacion hereditaria
en el gen del cancer de mama BRCAL1/BRCAZ2 y el uso de hormonas como estrégeno o progestina
(Makhoul et al., 2018; Donepudi et al., 2014).

También se utilizan sustancias indicadoras del estado biologico (marcadores) para para

diagnosticar el cancer en etapa inicial y también para determinar el tratamiento. En general, se
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pueden clasificar en marcadores tisulares, marcadores genéticos y marcadores séricos (Tabla 1)
(Donepudi et al., 2014).

Marcadores tisulares Marcadores genéticos Marcadores séricos
Receptores de Hormonas BRCA1y BRCA2 CA 15.3, BR 27.29

El receptor de estrégeno MCA

(ER) y receptores de Familia CA 549-MUC-1
progesterona (PR). antigeno

carcinoembrionario

Gen del factor de | La ploidia del ADN como | Oncoproteinas  (p. ej.,
crecimiento epidérmico | marcador prondstico. HER2/c-erbB-2)

humano-2(HER-2) La amplificacion del
cromosoma 11913 es mas
frecuente en el carcinoma

de mama primario.

Catepsina D Citoqueratinas  (p. €j.,
antigeno polipeptidico
tisular y antigeno especifico

de polipéptido tisular)

Gen supresor de tumores
ps3 | emmmeemmmemmeemeees | e

Tabla 1. Clasificacion de los marcadores moleculares que se utilizan para diagnosticar el cancer.

2.3. Tratamientos

Dentro de los tratamientos mas comunes se encuentra la quimioterapia tradicional. Estos
medicamentos atacan todas las células en crecimiento incluidas las células inmunes 3 (J. Wu &
Waxman, 2018; Donepudi et al., 2014). La quimioterapia también puede tener efectos en el

ambiente tumoral y promueve respuestas inmunes contra tumores (J. Wu & Waxman, 2018).

Uno de los efectos mas importantes de la quimioterapia esta relaciona con el microambiente
tumoral. Algunas células inmunes en el microambiente tumoral (“Células Treg” o “Células T
reguladoras”) promueve el crecimiento de células tumorales. Los agentes quimioterapéuticos

pueden dirigir a estas células y disminuirlas en nimero, por lo tanto, en ausencia de células Treg,
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los linfocitos T citotdxicos pueden atacar las células tumorales (Barzaman et al., 2020).

El tratamiento quirdrgico también se vuelve una opcion, la quimioterapia combinada con la
mastectomia bilateral profilactica reduce el riesgo de reincidencia de cancer de mama hasta en un
95%. Sin embargo, es un tratamiento que se asocia con una morbilidad estética y psicosocial

significativa, que mejora con la reconstruccion mamaria (Rossi et al., 2018; Heneghan et al., 2011).

2.4. Glandula mamaria

Las glandulas mamarias son apéndices epidérmicos que evolucionaron hace mas de 300 millones
de afios. Se desarrollan después del nacimiento a partir de un pequefio nimero de células derivadas
del ectodermo (Sting et al., 2006, Oftedal, 2002). Anatomicamente, la mama consta de 15-20
I6bulos y cada I6bulo consta de 20-40 lo6bulillos, que estan conectados por conductos y

comprenden las glandulas mamarias (Banani et al., 2021).

Una capa de tejido conectivo permite el movimiento libre de la mama sobre la fascia profunda,
mientras que el ligamento suspensorio (ligamento de Cooper) (Figura 2) une la mama a la piel y
las estructuras subyacentes. El tamafio y el peso de la mama difieren significativamente entre las
personas, van desde <500 g hasta senos de 750-1000 g (Banani et al., 2021; Patrick, 2004; Ramido
etal., 2016).

Ligamentos suspensorios
(Ligamento de Cooper)

| costilla

Ductos lactiferos

Musculo pectoral
mayor.

Complejo
pezén-aureola

Fascia Profunda

VI costilla )

Lobulos
Glandulares

Tejido
adiposo
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Figura 2. Anatomia de la glandula mamaria. Imagen tomada de: Ingenieria de Tejidos Mamarios

| Revision Anual de Ingenieria Biomédica (annualreviews.orq).

La glandula mamaria esta compuesta por tejido secretor y tejido conectivo. La leche es secretada
por las células secretoras, las cuales estan organizadas como una capa simple sobre una membrana
basal, en una estructura esférica llamada alveolo (DelLaval,2006). Los alveolos mamarios son
considerados las unidades estructurales y funcionales de la glandula mamaria (Hens y
Wysolmerski, 2005; Mustafa, 2001; Kordon and Smith, 1998).

Los cambios morfoldgicos después del desarrollo embrionario que ocurren en la gandula mamaria
se dan durante tres etapas bien establecidas; la pubertad, la adultez y la lactancia (Anderson et al.,
2007). Una estructura ductal mamaria primitiva se establece durante la gestacion embrionaria, el
alargamiento ductal y la ramificacion ocurren principalmente después de la pubertad bajo la
influencia del estrégeno, EGF e IGF-1 (Hens & Wysolmerski, 2005; Keller et al., 2011; Sternlicht,
2005).

Durante la embriogénesis, su desarrollo es dirigido por sefiales de la mesénquima, pero durante la
pubertad y en la edad adulta, las hormonas circulantes liberadas de la hipdfisis y el ovario
proporcionan informacion instructiva adicional, la glandula mamaria estd compuesta por una red
ramificada de conductos y estructuras lobuloalveolares que surgen durante el embarazo
(Shackleton et al., 2006).

Dos linajes celulares principales estan presentes dentro del epitelio mamario: células luminales
que recubren el interior de los conductos y alvéolos y expresan receptores
hormonales y citoqueratinas, y células basales/mioepiteliales contractiles (Figura 3), estas se
localizan entre las células luminales y la membrana basal y actina del musculo liso. El linaje
luminal también abarca las células terminalmente diferenciadas de las unidades lobuloalveolares,

que secretan leche durante la lactancia (Keller et al., 2011).

El epitelio luminal forma conductos y alvéolos secretores y contiene poblaciones de células
definidas por su estado de receptor hormonal. Junto con el mioepitelio, el epitelio luminal genera

una estructura tubular de dos capas que permite que la forma cumpla con la funcién durante la
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lactancia cuando las células mioepiteliales externas se contraen para secretar la leche de las células

luminales alveolares internas (Macias & Hinck, 2012).

Al igual que con la mayoria de los tejidos glandulares, la glandula mamaria adulta se compone de
maultiples tipos de células; epiteliales, adiposas, fibroblastos, inmunes, linfaticas y vasculares, estas

trabajan juntas para esculpir y mantener un 6rgano funcional (Inman et al., 2015).

Las células epiteliales se encuentran en una bicapa ubicadas recubriendo los conductos y células
mioepiteliales orientadas en la membrana basal, las células luminales expresan queratinas 8 y 18
mientras que las células epiteliales expresan queratinas 5y 14, asi como actinas del musculo liso
para su funcidn contractil (Visvader & Stingl, 2014; Shackleton et al., 2006).

Los adipocitos comprenden una gran proporcion de la almohadilla grasa estromal en la glandula
adulta y no lactante. Durante el embarazo y la lactancia se observan adipocitos con contenido
reducido de lipidos, esto sugiere que este reservorio de grasa es necesario para el proceso

metabolico de produccion de leche (Gregor et al., 2013; Hovey & Aimo, 2010).

De igual forma los adipocitos cumplen una funcion endocrina en la glandula, se dice que regula el
crecimiento epitelial, asi como la funcion del epitelio mamario. Como ejemplo los adipocitos
secretan VEGF y probablemente regula la angiogénesis en la glandula mamaria (Hovey et al, 2001;
Bartley et al., 1981).

Los maltiples fibroblastos estromales estan incrustados dentro de la almohadilla de grasa y se
encuentran muy cerca del lado basal de los acinos epiteliales. Cumplen la funcién de comunicarse
bidireccionalmente con el epitelio durante la morfogénesis de ramificacion proporcionando
instrucciones en forma de factores de crecimiento, proteasas y otros elementos (Makarem et al.,
2013; X. Liu et al., 2012).

La glandula mamaria esta intercalada con extensas redes vasculares y linfaticas presentes en toda
la almohadilla grasa. Durante la morfogénesis de la glandula, la red linfatica se desarrolla en

estrecha asociacion con el arbol epitelial mamario y vasculatura sanguinea. Las células inmunes,
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como macrofagos y eosindfilos, también son necesarias para la morfogénesis y se reclutan en las
puntas ramificadas del epitelio para mediar la invasion de la almohadilla grasa (Betterman et al.,
2012; Lilla & Werb, 2010; Gouon-Evans et al., 2000).Durante y después de la menopausia, la
disminucion de los niveles de estrogeno y progesterona causada por la disminucion de la funcion
ovarica conduce a la involucion mamaria posmenopausica. En consecuencia, los l16bulos mamarios
disminuyen en numero y se reducen de tamafio, lo que resulta en una menor densidad mamaria
(Banani et al., 2021).
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2.5. Reconstruccion Mamaria

Los enfoques reconstructivos actuales incluyen la transferencia de tejido autélogo, los implantes
protésicos y las matrices biologicas, la capacidad médica para reconstruir la mama ha aumentado
en los ultimos 100 afios con el objetivo de mantener la simetria natural, la sensacion y la estética
(O’Halloran et al., 2017; Champaneria et al., 2012).

Cronin 'y Gerow desarrollaron prétesis de silicona en 1961 y la usaron clinicamente para la primera

mamoplastia de aumento con implantes en 1962. Desde el comienzo de su uso se han fabricado
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gran cantidad de tipos de diferentes implantes (B. Kaya, 2013)

La reconstruccién protésica basada en implantes se realiza bajo un procedimiento de 2 etapas,
donde primero se coloca un expansor de tejido que posteriormente se reemplaza con un implante
permanente en otra cirugia o bien la reconstruccion con un implante permanente en una sola etapa,

directa con un volumen fijo y sin una matriz dérmica (O’Halloran et al., 2017).

La reconstruccion con expansor tisular/implante es una de las formas mas comunes de
reconstruccion debido a su rapido potencial de recuperacion. El implante o expansor se coloca
debajo del musculo pectoral para camuflar su polo superior y ayudar a proteger la piel suprayacente
(DellaCroce & Wolfe, 2013a).

La reconstruccion con implantes puede presentar complicaciones como la contractura capsular o
rotura del implante, ademas, existe una relacion entre los implantes mamarios texturizados, la
presencia de linfoma anaplésico de células grandes y la recurrencia de cancer de mama (K. T. Lee
et al., 2020; Martinez-Ramos et al., 2018).

La reconstruccion autéloga permite utilizar el propio tejido de la paciente para reconstruir su seno.
El colgajo miocutdneo transverso del recto abdominal (TRAM, por sus siglas en inglés)
pediculado, desarrollado hace més de 30 afios, fue el paso mas significativo en la reconstruccién
autodloga. En la actualidad, la reconstruccion mamaria de tejido autélogo ha evolucionado
permitiendo el trasplante de tejido libre para recrear la mama. Estas técnicas ya no requieren el
uso o la pérdida del recto u otra musculatura (DellaCroce & Wolfe, 2013).

En cuanto a la reconstruccion autéloga, histéricamente inicio mediante colgajos. El primer colgajo
muscular se realiz6 en 1896 a manos del profesor Ignio Tansini, introdujo el colgajo miocutaneo
del dorsal ancho para la reconstruccion mamaria posterior a la mastectomia y posteriormente Louis
Ombredanne, 10 afios mas tarde describid el uso del pectoral menor para la reconstruccion

mamaria inmediata después de la mastectomia (B. Kaya, 2013).

Las preocupaciones con la reconstruccion del expansor tisular / implante incluyen contractura
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capsular, infeccion, deflacion y la necesidad de cirugia adicional resultante. Mientras que la

reconstruccion autologa esta sujeta a la aceptacion del injerto (DellaCroce & Wolfe, 2013).

La mayoria de las complicaciones de los colgajos de un sitio donante abdominal estan relacionadas
con la herida. Estas son infecciones simples, seromas, hematomas, necrosis del colgajo de la piel
y retraso en la cicatrizacion de heridas del sitio donante o receptor. Las tasas de complicaciones
relacionadas con la herida varian del 30 al 50 % en la serie méas grande. La pérdida total del colgajo,
que ocurre del 1 al 4%, es una entidad rara (L. C. Wu et al., 2008; Selber et al., 2006).

Algunos estudios han concluido que la reconstruccién con colgajo tiene significativamente menos
morbilidad en el sitio donante y mas satisfaccion del paciente. La morbilidad del sitio donante se
relaciona principalmente con la debilidad de la pared abdominal (Sullivan et al., 2008; L. C. Wu
et al., 2008).

Los procedimientos de colgajo autologo eran el enfoque reconstructivo mas comdn. Las tendencias
contemporaneas han hecho que la reconstruccion basada en implantes se vuelva mas comun en los
Estados Unidos y Europa, probablemente por ser procedimientos mas cortos y sencillos y un mayor
uso de matriz dérmica acelular que han demostrado mejorar los resultados cosméticos al permitir
una mejor definicion de los pliegues mamarios infra y laterales, reducir las tasas de contractura
capsular y proporcionar una capa biocompatible adicional entre la prétesis y la piel suprayacente
(O’Halloran et al., 2017; Kwok et al., 2015; Jagsi et al., 2014).

La transferencia de grasa autéloga para la reconstruccion mamaria ha ganado popularidad. Czerny
fue la primera, que utiliz6é un lipoma grande del flanco dorsal para la reconstruccion mamaria, en
1895 (Hinderer & del Rio, 1992).

Las técnicas de injerto de grasa se han convertido en un método utilizado para la reconstruccién
mamaria. El concepto de injerto de grasa es que la grasa debe insertarse en pequefias cantidades
utilizando maultiples tuneles, en muchas capas y direcciones, de modo que el mayor nimero posible
de adipocitos esté en contacto con el tejido huesped para recibir una nutricion adecuada para su

supervivencia (Jackson, 2005).
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El procedimiento se utiliza principalmente para la reconstruccion parcial de la mamay / o la
correccion de las deformidades mamarias seguidas de la reconstruccién mamaria total con otras
técnicas. También el injerto de grasa autologa se utiliza para la terapia de radiodermatitis posterior

a la radioterapia (Marcos-Quispe, 2017; Panettiere et al., 2009).

Ha habido un creciente interés en el potencial de la grasa autéloga como fuente de donantes para
la reconstruccion mamaria efectiva. Se cree que la grasa autdloga es un meétodo superior de
aumento de tejidos blandos debido a una gama de propiedades que incluyen biocompatibilidad y
versatilidad; No es inmunogenico, tiene propiedades mecanicas similares al tejido mamario,
parece méas natural que los implantes o colgajos pediculados y se asocia con una morbilidad
minima en el sitio donante. El interés cientifico reciente se ha centrado en el potencial de la
ingenieria de tejido adiposo para generar volimenes suficientes de grasa para la reconstruccion
mamaria. (O’Halloran et al., 2017; Sterodimas et al., 2010). El injerto de grasa aut6loga se ha
utilizado con éxito en el entorno clinico para el aumento de senos, llenando defectos de pequefio
volumen después de la terapia conservadora del seno y defectos de contorno en reconstrucciones
mamarias basadas en implantes (De Blacam et al., 2011; lllouz & Sterodimas, 2009; Zheng et al.,
2008).

A pesar de sus exitosos resultados la reconstruccion total del volumen mamario la cantidad de
tejido supone un reto. El injerto de grasa autéloga ha tenido un éxito limitado en la reconstruccion
mamaria total, con tasas de reabsorcion que oscilan entre el 25% y el 80% y complicaciones como
necrosis grasa, formacion de quistes oleosos y microcalcificaciones en pacientes que reciben
transferencia de grasa aut6loga ademas de un procedimiento reconstructivo primario, por ejemplo,
colgajo del musculo dorsal ancho o como relleno para defectos de pequefio volumen posterior a
una cirugia conservadora de mama (Agha et al., 2013; Sinna et al., 2010). Matsumoto y sus
colaboradores en 2006 propusieron el enriquecimiento de lipoaspirados autologos con células
troncales de tejido adiposo como un intento por reducir la tasa de reabsorcion (Matsumoto et al.,
2006).

El enriquecimiento de lipoaspirados grasos autélogos con células troncales de tejido adiposo que
se han expandido ex vivo ha tenido resultados mas exitosos en términos de retencion de volumen,

probablemente como resultado de un mantenimiento superior del injerto debido al aumento de la
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vascularizacion y la sintesis de colageno dentro del injerto (Bielli et al., 2014).

Kolle et al., realizaron un estudio en 10 pacientes durante 121 dias utilizando lipoaspirado
abdominal enriquecido con células troncales de tejido adiposo que se habian expandido ex vivo
durante 14 dias antes del reimplante en la parte superior posterior del brazo. En comparacion con
los controles, hubo mayores cantidades de tejido adiposo, menos tejido necrdtico y tejido
conectivo recién formado en injertos enriquecidos con células troncales de tejido adiposo,

demostrando un volumen de grasa residual >80% (Kaglle et al., 2013).

Yoshimura et al., realizaron un estudio en 40 pacientes sanas sometidas a un aumento cosmetico
de senos, donde se inyectd un volumen medio de 270 ml de grasa enriquecida con células troncales
derivadas de tejido adiposo en el seno. Informaron una atrofia postoperatoria minima de la grasa
inyectada que no cambid significativamente después de 2 meses del procedimiento. En algunos
casos se observaron pequefias formaciones quisticas y microcalcificaciones; sin embargo, las
microcalcificaciones se distinguieron facilmente como benignas radiol6gicamente. Las imagenes
de resonancia magnética y tomografia computarizada postoperatorias mostraron que el tejido graso
trasplantado sobrevivio y el volumen mamario se estabilizo de 2 a 3 meses después de la operacion
(Figura 4). Estos datos indican que la lipotransferencia asistida por células troncales derivadas de

tejido adiposo es eficaz para defectos mamarios de pequefio volumen (Yoshimura et al., 2008).

Vale la pena resaltar que dentro del estudio realizado por Yoshimuray colaboradores se obtuvieron
resultados visuales de relevancia, en particular el aumento mamario por CAL que se realiz6 a una
mujer de 30 afios a la cual se le colocaron 310 ml de tejido aspirado en cada mama, a los 24 meses
sus senos incrementaron dramaticamente, la diferencia en circunferencia después de 24 meses del

aumento fue de 8 cm.
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Figura 4. Lipotransferencia en una mujer de 30 afios. Vistas preoperatorias (fila supeior “4 ) y postoperatorias
(fila inferior “B”) a los 24 meses de la Lipotransferencia. Los monticulos mamarios eran blandos sin induraciones
subcutaneas. Un pliegue inframamario original en el seno izquierdo es ligeramente visible, pero las cicatrices de

inyeccién no son visibles. Imagen tomada de (Yoshimura et al., 2008).

Dentro de la reconstruccién mamaria surge una propuesta a partir de una investigacién hecha por
el Doctor Marcos Shackleton en 2006 en su articulo titulado “Generation of a functional mammary
gland from a single stem cell” donde se plantea la generacion de una glandula mamaria a partir de
estroma mamario y una poblacién celular aislada del mismo tejido mamario, al concluir los
ensayos se detectaron estructuras epiteliales que conductos que surgian de un punto central con

I6bulos y/o brotes terminales finales (Shackleton et al., 2006).

2.6. Ingenieria Tisular

El término “Ingenieria tisular* se origind en 1987 en una reunién del panel de bioingenieria
celebrada en la Fundacion Nacional de Ciencias (NSF). A principios de 1988 la primera reunién
de ingenieria de tejidos se llevo a cabo en Lake Tahoe, California. En esta reunion se formul6 una

definicion:
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“La ingenieria de tejidos es la aplicacion de los principios y métodos de la ingenieria y las
ciencias de la vida hacia la comprension fundamental de las relaciones estructura-funcion en
tejidos de mamiferos con salud y patoldgicos y el desarrollo de sustitutos bioldgicos para

restaurar, mantener o mejorar las funciones.” (Robert M. Nerem, 1991).

Mas adelante Langer y Vacanti retoman esta definicion: “Campo multidisciplinario que aplica los
principios de la ingenieria y las ciencias de la vida con el objetivo de desarrollar y/o construir
sustitutos bioldgicos que restauran, mantienen o mejoran la funcion de los tejidos.” (Langer &
Vacanti, 1993).

La ingenieria de tejidos se basa en la obtencion de células apropiadas para la implantacion; dirigir
el desarrollo de esas células en una via de diferenciacion usando factores de crecimiento y/o
citoquinas y sostener las células en crecimiento en una matriz tridimensional biocompatible de
manera Optima.(Kessler & Grande, 2008) . De manera general la ingenieria tisular esta formada

por tres componentes elementales (figura 5): células troncales, andamios o scaffold y sustancias

inductoras (factores de crecimiento o citoquinas) (Langer & Vacanti, 2016; Rezwan et al., 2006).

Células troncales o :
células diferenciadas :

l. L}

: Andamio : IIIIlIIIlI.IIII.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
: e — : : ‘Sustancias inductoras (Factores
i Scaffold : - de crecimiento)

Figura 5. Triada de la ingenieria tisular.
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2.7. Células troncales

Las células troncales fueron descritas por primera vez en 1974 por A.J. Friedenstein como
poblaciones de células hematopoyéticas con capacidad para formar colonias de fibroblastos.
Actualmente se conocen como células progenitoras, troncales o stem cells (SC, por sus siglas en
inglés); son células indiferenciadas capaces de autorrenovarse y diferenciarse en células de alguna
0 de las tres capas embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo) a esto se le denomina
pluripotencia o potencial de diferenciacion ademas, tienen capacidad inmunomoduladora; se
pueden utilizar para controlar la inflamacion mediada por el sistema inmune y el rechazo de los
tejidos (Laplane & Solary, 2019; Miki, 2018; Kolios & Moodley, 2013).

En 2006 Dominici, et al junto a la sociedad internacional de terapia celular crearon criterios
definitorios para una célula troncal ya que la gran cantidad de protocolos de aislamiento, expansion
y caracterizacion que surgieron a partir de la terapia celular volvian contrastantes los resultados en

el campo dificultando el progreso en el mismo (Dominici et al., 2006).

Los criterios minimos que se establecieron son los siguientes:

e Laadherencia al plastico: Las células troncales deben de ser adherentes al plastico, cuando

se mantiene en condiciones de cultivo estandar (Colter et al., 2000; Dominici et al., 2006).

e Expresion especifica de antigenos de superficie: E1 >95% de la poblacion de células
troncales debe expresar CD105, CD73 Y CD90 analizados por citometria de flujo.
Ademas, estas células deben carecer de expresion de antigenos CD45, CD34, CD14 O
CDI11b, CD79a. 0 CD19 y HLA clase II (Dominici et al., 2006).

e Diferenciacion atres linajes: las células deben ser capaces de diferenciarse a osteoblastos,
adipocitos y condroblastos en condiciones estandar de diferenciacién in vitro (Dominici
et al., 2006).

Clasificacion de las células troncales

Las células troncales se pueden clasificar de acuerdo a su potencial de diferenciacion en 5 grupos:
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totipotentes u omnipotentes, pluripotentes, multipotente, oligopotente y unipotente y basadas en
su origen: Adultas o sométicas, embrionarias e iPSC (Tabla 2.)(Kolios & Moodley, 2013; Smith,
2006).

Clasificacion basada en potencial de | Clasificacién basada en su origen.

diferenciacion.

Células troncales embrionarias Células troncales totipotentes

Células troncales adultas o somaticas Células pluripotentes

Células troncales pluripotentes inducidas @ Células troncales multipotentes
(iPSC)

Células troncales oligopotentes

Células troncales unipotentes

Tabla 2. Clasificacion de las células troncales basada en su potencial de diferenciacion y en su
origen.

Células troncales embrionarias

Las células troncales embrionarias (ESC, por sus siglas en inglés) son células pluripotentes,
derivadas de la masa celular interna del blastocisto, una etapa del embrién previo a la implantacion,
5-6 dias después de la fecundacion. Estas células pueden diferenciarse en linajes de las trescapas
germinales primarias, pero también pueden mantenerse en un estado indiferenciado durante un
tiempo prolongado. El blastocisto tiene dos capas de células, es decir, la masa celular interna, que
formara el embrion, y la masa celular externa, llamada trofoblastos, que formara la placenta. Las
células de la capa celular interna se separan de trofoblastos y transferidos a una placa de cultivo
(Young, 2011; Baharvand et al., 2004; Evans & Kaufman, 1981).

Células troncales adultas o somaticas

Las células troncales adultas se encuentran en diferentes tejidos adultos y tienen un alto potencial
proliferativo y la capacidad de diferenciarse en varios tipos de células, dependiendo de su tejido
de origen. En el cuerpo, las células troncales adultas son responsables de generar tejido de novo
en respuesta a una lesion, enfermedad o mantenimiento regular. Estas células tienen capacidad de
diferenciacion limitada, aunque estas pueden diferenciarse en tejidos de las 3 capas germinales in

vitro. Las células troncales adultas son una ventaja ya que las células autdlogas no representan
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temas de rechazo o controversias éticas (Cable et al., 2020; Kolios & Moodley, 2013;
Chimutengwende-Gordon & S. Khan, 2012).

Células troncales pluripotentes inducidas (iPSC)

Las células troncales pluripotentes inducidas o iPSC por sus siglas en inglés, se producen a partir
de células diferenciadas que son reprogramadas genéticamente y regresadas a un estadio similar a
una ESC. Las células troncales pluripotentes inducidas de raton fueron reportadas por primera vez
por Takahashi y Yamanaka en 2006. Un afio después, en 2007 Yamanaka et al., describieron la
generacion de iPSC humanas a partir de fibroblastos dérmicos humanos adultos. Las iPSC son
similares a las ESC humanas en términos de morfologia, proliferacion, antigenos de superficie,
expresion génica ademas podrian diferenciarse en células de las 3 capas germinales in vitro. Las
células troncales inducidas podrian tener un uso limitado ya que para su regresion se utilizan
vectores retrovirales y oncogenes llevandonos a cuestionar su seguridad (Kolios & Moodley, 2013;
Okita, 2011; Okita et al., 2011; Takahashi et al., 2007).

Células totipotentes

Las células totipotentes u omnipotentes son las células menos diferenciadas y se encuentran en las
primeras etapas del desarrollo. Un ovocito fertilizado y las células de las dos primeras divisiones
son células totipotentes, ya que se diferencian tanto en tejidos embrionarios como
extraembrionarios, formando asi el embrion y la placenta (Hu et al., 2022; Kolios & Moodley, 2013;
Rossant, 2001).

Células pluripotentes

Las células pluripotentes son capaces de diferenciarse en células que surgen de las 3 capas
germinales: ectodermo, endodermo, y mesodermo, a partir del cual se desarrollan todos los tejidos
y organos. Las células troncales pluripotentes son derivadas de la masa celular interna del
blastocisto (Hu et al., 2022; Kolios & Moodley, 2013).

Células troncales multipotentes
Las células multipotentes se encuentran en la mayoria de los tejidos y son capaces de diferenciarse
en células de una sola capa germinal. Las células troncales mesenquimales (MSC) son las células

troncales multipotentes méas reconocidas. Pueden aislarse de una gran variedad de tejidos,
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incluyendo médula 6sea, tejido adiposo, hueso, gelatina de Wharton, cordon umbilical y sangre
periférica. Las MSC son capaces de diferenciarse en tejido derivado del mesodermo, como tejido
adiposo, hueso, cartilago y muasculo. Adicionalmente, se ha demostrado que las MSC presentan
plasticidad celular ese decir: tiene la capacidad de diferenciarse a tejidos de otras capas
embrionarias por ejemplo a tejido neuronal que se deriva del ectodermo. Esto es un ejemplo de es
decir, cuando una célula de una capa germinal (mesodermo) se diferencia en tejido neuronal
(ectodermo) (Kolios & Moodley, 2013; Mamidi et al., 2012; Augello et al., 2010; Barzilay et al.,
2009).

Células troncales oligopotentes

Las células troncales oligopotentes son capaces de autorrenovarse y diferenciarse en doa 0 mas
linajes dentro de un tejido especifico. Las células troncales hematopoyéticas son un ejemplo tipico
de ceélulas troncales oligopotentes, ya que pueden diferenciarse en linajes mieloide y linfoide
(Kolios & Moodley, 2013; Augello et al., 2010; Majo et al., 2008).

Células troncales unipotentes

Las células unipotentes pueden autorrenovarse y diferenciarse en un solo tipo de célula especifico
y formar un solo linaje como las células troncales musculares o las células en el pulmoén, los
neumocitos tipo I de los alvéolos dan lugar a los neumocitos tipo | (Kolios & Moodley, 2013; Beck
& Blanpain, 2012; de Rooij & Grootegoed, 1998).

2.8. Células troncales orales

Dentro de la cavidad oral existen diferentes fuentes de células troncales somaticas o adultas se han
identificado muchas fuentes en la region oral y maxilofacial (Figura 6) (Egusa et al., 2012; Harada
etal., 1999).

Se describen dentro de la regién oral y maxilofacial las siguientes células troncales

mesenquimales:(Egusa et al., 2012)
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Células troncales de

Células troncales del
germen dental.

(TGPCs).

pulpa dental (DPSCs)

Células troncales del

foliculo dental (DFSCs)

Células

q

Células troncales de
dientes deciduos
(SHEDs)

derivada

Células troncales

oral progenitor (OESCs)

s del epitelio

Células troncales de
ligamento periodontal

Células troncales
derivadas de la
mucosa oral (OESCs)

A

N\
1

Células troncales
derivadas del periostio
(PSCs)

GCB

%( e concales de (PDLSCs) Células troncales derivadas de. la
Células troncalesde [~ la papila medula 6sea de huesos orofaciales
las glandulas spfical (BMSCs)
salivales (SGSCs) (SCAP)

Figura 6. Células troncales dentro de la cavidad oral y maxilofacial. Imagen tomada de : (B.
Yang et al., 2017).

Células troncales del foliculo dental (DFSCs)

El foliculo dental se origina a partir de las células de la cresta neural craneal y es un saco de tejido
conectivo suelto que desempefia un papel critico en mdultiples etapas del desarrollo dental. El
foliculo dental se rodea el germen dental en desarrollo como una esfera. El foliculo coordina la
erupcion dental regulando la osteoclastogénesis y la osteogénesis. Las tienen la capacidad de
diferenciarse en osteoblastos, fibroblastos del ligamento periodontal y cementoblastos (X. Wu et
al., 2018; Honda et al., 2010).

Células troncales del germen dental (TGPCs)

El germen dental es una acumulacion de células precursoras que generan tejidos dentarios. Hasta
este momento, Durante el periodo embrionario los tejidos son indiferenciados y por esta razén, la
capacidad de proliferacion de estas células es muy alta. Los gérmenes dentales humanos son
capaces de obtenerse de los terceros molares de adultos jévenes. Las células obtenidas del germen
dental del tercer molar representan caracteristicas de células troncales NCD90, CD73y CD29, que
son antigenos de superficie especificos para las células troncales mesenquimales (Aydin & Sahin,
2019; D’Aquino et al., 2008; H. Liu et al., 2005).
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Células troncales de las glandulas salivales (SGSCs)

Las glandulas salivales como su nombre lo dicen son las encargadas de secretar saliva en el aparato
estomatoldgico, estd compuesta de células con gran capacidad de renovacion y se ha estudiado
ampliamente su uso para corregir la xerostomia provocada por la radioterapia en el cancer de
cabeza y cuello (Aydin & Sahin, 2019; Maimets et al., 2015; Nanduri et al., 2013).

Células troncales de la papila apical (SCAPs)

Estas células se encuentran en la papila apical de los 6rganos dentales, es basicamente la parte
apical de la papila dental involucrada en el proceso de formacion de la raiz. Histol6gicamente, la
papila apical se puede ver con precision apical al diafragma epitelial, como una zona rica en células
que la separa de la pulpa dental. A pesar de que tanto la pulpa dental como la papila apical son
basicamente una continuidad entre si, cuando la necrosis afecta la pulpa, la papila apical difiere de
la pulpa y tiende a sobrevivir debido a su accesibilidad a una circulacion colateral apical

(Aydin & Sahin, 2019; Antonio Nanci, 2018; Nada & el Backly, 2018 Egusa et al., 2012; G. T. J.
Huang et al., 2008).

Células troncales de la pulpa dental (DPSCs)

DPSC). Numerosos estudios han proporcionado evidencia de la capacidad de diferenciacién de las
DPSC, como en neurogénesis, adipogénesis, osteogénesis, condrogénesis, angiogénesis y
dentinogénesi. Ademas, han demostrado tener una alta capacidad de diferenciacion y la capacidad
de regenerar el complejo dentina/pulpar. Las DPSC tienen una alta capacidad de proliferacion.
Expresan antigenos de superficie como CD146, CD105, CD90, CD73, CD59, CD44, CD29, CD13
y STRO-1, para las células troncales mesenquimales. Sin embargo, no expresan antigenos de
superficie como CD45, CD34, CD24, CD19 y CD14 que son marcadores de células troncales
hematopoyéticas. Son capaces de diferenciarse en células odontogénicas, miogénicas,
adipogénicas, osteogénica y neurogenicas (Karadz et al., 2010; Armifian et al., 2009; Carinci et
al., 2008; Lindroos et al., 2008; Nor, 2006; W. Zhang et al., 2006).
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Células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs)

El periodonto es un tejido complejo compuesto principalmente por dos tejidos blandos y dos
tejidos duros; el primero incluye el tejido del ligamento periodontal y el tejido gingival, y el
segundo incluye hueso alveolar y cemento que cubre la raiz del diente. Las células troncales del
ligamento periodontal (PDLSCs) son capaces de diferenciarse en células osteoblasticas y
adipogénicas sin embargo, el porcentaje de células residentes en el ligamento periodontal positivo
para marcadores de células troncales es bajo, siendo indicativo de la dificultad de adquirir un
numero suficiente de estas células de un paciente para uso clinico (Maeda et al., 2011; Chadipiralla
etal., 2010; C. Y. C. Huang et al., 2009; Seo et al., 2004).

Células troncales de dientes deciduos exfoliados (SHED)

La transicion de dientes deciduos a dientes permanentes adultos es un proceso muy singular y
dindmico en el que el desarrollo y la erupcién de los dientes permanentes se coordinan con la
reabsorcion de las raices de los dientes deciduos. Puede tomar >7 afios en humanos completar el
reemplazo ordenado de 20 dientes deciduos (Miura et al., 2003).

Se identifico a partir de la pulpa remanente de dientes deciduos exfoliados una poblacion de células
troncales clonogénicas altamente proliferativas capaces de diferenciarse en una variedad de tipos
de células, incluidas células neurales, adipocitos y odontoblastos (Miura et al., 2003; Parner et al.,
2017; X. Shi et al., 2020).

Células troncales derivadas de la medula 6sea de huesos orofaciales (BMSCs)

Las MSC derivadas de la médula 6sea fueron las primeras MSC descritas. En 1996, las BM-MSC
presentar morfologia fibroblastoide con capacidad de formacion de colonias y potencial de
diferenciacion(AJ et al., 1987).

Las BM-MSC humanas, ademas de cumplir con el estandar ISCT, expresaban otros marcadores
de superficie de MSC como CD10, CD29, CD44, CD133, HLA-ABC, MSCA-1 y SSEA-4. La
capacidad multipotencia de los BM-MSC derivados de fuentes humanas, caninas, felinas, de ratas
y murinas son capaces de diferenciarse en linajes osteogénicos, adipogénicos, condrogénicos y

neurogénicos (Petrenko et al., 2020; Purwaningrum et al., 2021).
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Células troncales derivadas del periostio (PSCs)

El periostio es un tejido conectivo especializado que cubre la superficie externa del tejido 6seo y
se compone de dos capas. El area externa contiene principalmente fibroblastos y fibras elésticas,
y el area interna contiene MSCs capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos,
y expresar los marcadores mesenquimales tipicos. Ademas, las poblaciones clonales derivadas de
una sola célula peridsticas humana, poseen multipotencialidad (Allen et al., 2004; Arnsdorf et al.,
2009; Egusa et al., 2012).

Células troncales derivadas del epitelio oral progenitor (OESCs)

La mucosa oral estd compuesta por epitelio escamoso estratificado y tejido conectivo subyacente
que consiste en la lamina propia, que es una zona de tejido bien vascularizado, y la submucosa,
que puede contener glandulas salivales menores, tejido adiposo, haces neurovasculares y tejidos
linfaticos dependiendo del sitio. Las células troncales epiteliales orales, son una subpoblacion de
pequenos queratinocitos orales (menores de 40 um). Estas células parecen ser células troncales
unipotentes, es decir, solo pueden convertirse en células epiteliales, poseen clonogenicidad y la
capacidad de regenerar un injerto de mucosa oral altamente estratificado y bien organizado ex vivo
(Izumi et al., 2007, 2016; Scopus - Oral Mucosa, 2003).

2.9. Células troncales derivadas de mucosa (GMSCs por sus siglas en
inglés)

Se han identificado células troncales en la mucosa oral en la ld&mina propia de la encia, que se
adhiere directamente al periostio del hueso subyacente sin submucosa intermedia. La encia que
recubre las crestas alveolares y la regidén retromolar se reseca con frecuencia durante los
tratamientos dentales generales y, a menudo, se puede obtener como una muestra bioldgica
considerada como desecho En 2009, Zhang et al. caracterizaron por primera vez las MSC
derivadas de la encia humana (GMSCs), que exhibian clonogenicidad, autorrenovacion y una

capacidad de diferenciacién multipotente similar a la de las BMSCs (Q. Zhang et al., 2009a).

Las GMSCs presentan una tasa de proliferacion mas alta que las BMSCs, muestran una
morfologia estable y no pierden sus caracteristicas de MSC con el paso del tiempo. La

multipotencia de las GMSCs y su facilidad de aislamiento, abundancia clinica y rapida expansién
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ex vivo proporcionan una gran ventaja como fuente de células troncales para posibles aplicaciones

clinicas (Egusa et al., 2012; Garant: Electron-Microscopic Observations On Neutrophil, n.d).

Fueron aisladas y caracterizadas poblaciones de células troncales derivadas de la encia por varios
autores:(D. Kim et al., 2021) (Tabla 3)

Método de Marcadores de Linaje Referencias
aislamiento superficie
expresados
Enzimatico CD73, CD90, Osteocitos, adipocitos, (Q. Zhang et al.,
CD105, SSEA4, neural, células 2009a)
STRO-1, CD146 neuronales, células
endoteliales
Enziméatico CD29, CD44, Osteocitos, adipocitos, (Tomar et al.,
CD9o0, CD73 condroblastos. 2010a))
Explante CD29, CD44, Osteocitos, adipocitos, (Fournier et al.,
CD73, CD90, condroblastos. 2010)
CD105, STRO-1
Explante CD13, CD44, Osteocitos, adipocitos, (Mitrano et al., 2010)
CD73, CD90, condroblastos.
CD105
Enziméatico CD29, CD44, Osteocitos, adipocitos, (Tang et al., 2011))
CD90, CD105, condroblastos.
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Método de Marcadores de Linaje Referencias
aislamiento superficie

expresados

CD146, STRO-1

Enzimatico CD29, CD90, Osteocitos, adipocitos, (Wang et al., 2011)
CD105, STRO-1 condroblastos.

Enzimatico CD44, CD73, Osteocitos, adipocitos, (Ge et al., 2012)
CD90, CD105, condroblastos.
CD166

Enzimatico CD29, CD90, Osteocitos, adipocitos, (H. Yang et al.,
CD105, CD146, condroblastos. 2013)
STRO-1

Enzimatico CD29, CD90, Osteocitos, adipocitos, (Gao et al., 2014a)
CD105, CD146, condroblastos.
STRO-1

Tabla 3. células troncales derivadas de la encia caracterizadas y aisladas por varios autores.

Ademas de sus capacidades de diferenciacion multipotentes, las GMSC también poseen potentes
funciones inmunomoduladoras y antiinflamatorias a través de la modulacién del fenotipo y la
activacion de una variedad de células inmunes innatas y adaptativas tanto in vitro como in vivo (D.
Kimetal., 2021).

Las GMSC poseen potentes efectos inmunomoduladores sobre las células inmunes innatas,

particularmente los macrdfagos, las células dendriticas y los mastocitos (Q. Z. Zhang et al., 2012).
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2.10. Células troncales de tejido adiposo (ASCs)

El tejido adiposo es una fuente abundante de células troncales mesenquimales y ha sido estudiado
ampliamente en la medicina regenerativa como fuente de células troncales. Estas células troncales

se pueden obtener facilmente mediante lipoaspirados o lipectomia (Egusa et al., 2012).

Las ASC se pueden cosechar con relativa facilidad en cantidades mas altas, y con menos molestias
y menos dafio al sitio donante (Bacakova et al., 2018; Frolich et al., 2014; Varghese et al., 2017).

Las ASC se han aplicado ampliamente clinicamente en pacientes humanos, particularmente con
fines reconstructivos, correctivos, estéticos y cosméticos. Estas aplicaciones han incluido la
Ilamada lipotransferencia asistida por células (CAL). Esta técnica se ha utilizado, por ejemplo,
para el aumento cosmético de los senos y para el contorno facial. En forma de inyecciones locales,
se han aplicado ASC para el rejuvenecimiento de la piel y para curar heridas causadas por
radioterapia (Hanson et al., 2010; Nae et al., 2013; Tobita et al., 2011).

Dentro de la caracterizacion de estas células, los siguientes marcadores para caracterizar este tipo
de células deben ser positivos: CD90, CD44, CD29, CD105, CD13, CD34, CD73, CD166, CD10,
CD49e y CD59. Los siguientes marcadores deben ser negativos: CD31, CD45, CD14, CD11b,
CD19, CD56 y CD146. Ademas de esto, la expresién positiva de HLA- ABC y STRO- 1 debe
coincidir con la expresion negativa en HLA-DR. Esta revision, sin embargo, también se encontrd
que hay una serie de desacuerdos sobre la expresion de varios marcadores, como: CD31, CD34,
c- Kit (CD117) y STRO-1 (Mildmay-White & Khan, 2017).

Los depositos de tejido adiposo estan dispersos en varias regiones anatomicas diferentes, como
grasa subcutanea y visceral. Los sitios habituales de los que se recogen muestras de tejido adiposo
con fines de medicina regenerativa son el abdomen, la mama, la rodilla y el muslo. Las
aplicaciones maxilofaciales han surgido la posibilidad de utilizar la almohadilla de grasa bucal
(BFP) de Bichat como fuente de MSC (Broccaioli et al., 2013).

Las Células troncales humanas aisladas de la almohadilla de grasa bucal, generalmente llamada
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almohadilla de grasa de Bichat (BFP por sus siglas en ingles), una de las masas de grasa
encapsuladas en la mejillas una almohadilla de grasa profunda ubicada a ambos lados de la cara
entre el masculo buccinador y varios musculos mas superficiales, incluidos el masetero, el

cigomatico mayor y el cigomatico menor (Gassner et al., 2008).

Este tejido se puede obtener facilmente con molestias y complicaciones minimas para los
pacientes y se utiliza en la reconstruccion facial. También se han utilizado para el cierre de
comunicaciones oro-antralesy tratamiento de la fibrosis submucosa oral, defectos malignos
intraorales y defectos de la mucosa de las mejillas (Abuabara et al., 2006; Broccaioli et al., 2013a;
Jain et al., 2012; Poeschl et al., 2009).

Se ha demostrado mediante estudios in vitro que las células troncales de tejido adiposo de la bola
adiposa de Bichat (BFP-ASCs por sus siglas en inglés) tienen un desempefio similar a las células

troncales de tejido adiposo (ASCs por sus siglas en ingles) (Broccaioli et al., 2013).

2.11. Sustancias inductoras

Dentro de la ingenieria tisular las sustancias inductoras como lo son los factores de crecimiento
(GF por sus siglas en inglés) juegan un papel importante al dirigir el linaje destino de las células y
permitir la formacién de tejidos. Los factores de crecimiento son agentes bioactivos o moléculas
que tienen un efecto sobre un organismo vivo, tejido o célula. El papel de estas moléculas es
impulsar diferentes linajes celulares (Caballero Aguilar et al., 2019; Silva et al., 2008).

El papel de las biomoléculas, como GF y citocinas, dentro de los organismos vivos, es crucial y, a

menudo, muy especifico.

La mayoria de GF sélo puede regular ciertos tipos de células; sin embargo, algunos GF pueden
tener funciones pleiotrdpicas que influyen en la formacion de diversos tejidos, actuando asi sobre
multiples tipos de células. En algunos casos, diferentes GF pueden tener funciones superpuestas
(Caballero Aguilar et al., 2019).
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Proteinas Morfogénicas Oseas (BMP)

Las proteinas morfogenéticas 0seas se descubrieron en 1965 cuando el Dr. Urist descubri6 que las
BMP puede inducir el crecimiento 6seo en el musculo. Las BMP son miembros importantes de la
familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-p por sus siglas en inglés), un grupo de
proteinas de sefializacion homologas altamente conservadas que desempefian un papel importante
en la embriogénesis, la organogenesis, la proliferacion celular y la diferenciacion de células
troncales (Miyazawa et al., 2002; Urist, 1965; Zhu et al., 2022).

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El factor de crecimiento endotelial vascular representa un factor de crecimiento con importante
actividad angiogenica, teniendo un efecto mitogénico y efecto anti apoptético en células
endoteliales, aumentando la permeabilidad vascular, promoviendo la migracién celular. (Stanca
Melincovici et al., 2018).

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico es sintetizado de manera natural por los mamiferos, este factor
de crecimiento promueve, la proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia celular mediante
el ligando en su receptor de membrana (Esquirol Caussa & Herrero Vila, 2015; Zeng & Harris,
2014).

El EGF se ha detectado en una variedad de fluidos corporales como; leche, saliva, orina, plasma,
liquido intersticial, liquido amniédtico y otros. Es producido de manera local por la glandula
mamaria, la glandula submaxilar, el rifién, las glandulas Brunner del duodeno y la placenta,
respectivamente (Fisher et al., 1989; Fisher & Lakshmanan, 1990; Hofmann & Abramowicz, 1990;
Nair et al., 2008; Read et al., 1984; Xu et al., 2018).

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)
El factor de crecimiento fibroblastico es una familia de proteinas FGF diferentes que regulan las
vias fundamentales del desarrollo, regula la angiogénesis, la reparacion de heridas y proliferacion
(Gasser et al., 2022; Turner & Grose, 2010).
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Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)

En 1976, Riderknecht y Humbel aislaron dos sustancias activas del suero humano que, debido a
su parecido estructural con la proinsulina, pasaron a denominarse factores de crecimiento similares
a lainsulina (Miller et al., 2022). Es producida por el higado cuando es estimulada por la hormona
del crecimiento. En muchos aspectos, las acciones de los factores de crecimiento similares a la
insulina (IGF) reflejan las de la insulina en la regulacion metabdlica. Sin embargo, a diferencia de
la insulina, la bioactividad de los IGF esta regulada por una familia de siete proteinas de union de
alta afinidad (IGFBP por sus siglas en inglés) es un factor de crecimiento encargado de la

homeostasis y reparacion de los tejidos (Caballero Aguilar et al., 2019b; Haywood et al., 2019).

Factor de crecimiento nervioso (NGF)

El factor de crecimiento nervioso es el primer miembro descubierto de una familia de factores
neurotroficos, Se ha demostrado una accion protectora, regulacion de la sintesis de los
neurotransmisores y neuropéptidos de las células nerviosas simpaticas y sensoriales (Rocco et al.,
2018).NGF ejerce su accion sobre el crecimiento y la supervivencia de las neuronas sensoriales y
simpaticas periféricas y sobre una serie de neuronas cerebrales ademas de promover la
diferenciacion y crecimiento o reparacion neuronal (Bradshaw et al., 2017; Caballero Aguilar
et al., 2019c¢; Rocco et al., 2018).

Factor de crecimiento neurotroéfico derivado de cerebro (BDNF)

El factor neurotrofico derivado del cerebro es una de las neutrofinas mas estudiadas en el cerebro
sano y enfermo. BDNF induce mecanismos de sefializacion relacionados con la respuesta
neuronal, inhibir la cascada de apoptosis inflamatoria dependiente, promueve la supervivencia y
plasticidad celular (Lima Giacobbo et al., 2019).

Factores de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Los factores de crecimiento derivados de plaguetas (PDGF) regulan el crecimiento y division
celular, son sintetizados por plaquetas, células musculares lisas, macréfagos activados y células
endoteliales, ademas, juegan un papel significativo en la formacién de vasos sanguineos durante
la embriogénesis. (Shen et al., 2020). Estimulan la migracion de células mesenquimales y otros

tipos de células, se encarga de funciones importantes durante el desarrollo embrionario y del
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control de la homeostasis tisular en la etapa adulta, proliferacion, osteogénesis y reparacion
tisular.(Caballero Aguilar et al., 2019b; Heldin et al., 2018).

Factor de crecimiento transformante (TGF)
La superfamilia del factor de crecimiento transformante coordina varios procesos celulares,

incluyendo la proliferacion celular, la diferenciacién celular, la adhesion celular y la deposicion
de colageno (Gentry & Nash, 1990; Li et al., 2022).

Tiene funciones de osteogénesis, condrogénesis y reparacion de tejidos, se ha estudiado
ampliamente en infecciones por rinovirus y glaucoma, ademas, estudios han demostrado que el
TGF-a podria servir como un marcador tumoral y como un marcador para el potencial maligno de
un tumor. Hasta ahora, los tipos de carcinomas con los que se ha asociado la expresién anormal
de TGF-a incluyen cancer de higado, gastrointestinal, mama, piel, pulmoén, cerebro y
ovario.(Bjorge et al., 1989; Gentry & Nash, 1990; Li et al., 2022; Lin & Kuo, 2018; Mehta et al.,
2018; Yeh & Yeh, 1989).

2.12. Andamios o Scaffolds

Los andamios son una estructura de soporte de 3 dimensiones para el crecimiento y la
diferenciacion celular (Caballero Aguilar et al., 2019). Desempefian un papel clave en la direccion
del destino de las células troncales, afectando funciones como la supervivencia, proliferacion,
diferenciacion y migracion (Rahmati et al., 2018; Rana et al., 2017; Ahadian et al., 2016; Howard
et al., 2008).

Los andamios deben ser porosos para facilitar el transporte de nutrientes y biomoléculas que
apoyan la supervivencia celular. La tasa de biodegradabilidad del biomaterial también debe tenerse
en cuenta cuidadosamente al considerar la tasa de degradacion de los tejidos para que desaparezca
totalmente cuando se regenere el mismo. Los productos de degradacion no deben ser tdxicos y

deben eliminarse facilmente del organismo (Howard et al., 2008).

Para la elaboracion de andamios los biomateriales desempefian un papel importante y es cada vez
mas destacado en la ingenieria de tejidos, ya que busca mejorar el potencial regenerativo innato

en los tejidos u 6rganos humanos en un estado de deterioro y restaurar o restablecer la funcion
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corporal normal (Chen & Liu, 2016).

En la primera Conferencia de Consenso de la Sociedad Europea de Biomateriales (ESB) en 1976,
un biomaterial se defini6 como "un material no viable utilizado en un dispositivo médico,
destinado a interactuar con sistemas biologicos"; sin embargo, la definicion actual es un "material
destinado a interactuar con sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar
cualquier tejido, 6rgano o funcion del cuerpo”. Por lo general, los biomateriales se dividen en tres
grupos individuales; ceramica, polimeros sintéticos y polimeros naturales los cuales se utilizan en

la fabricacion de andamios para la ingenieria de tejidos (O’Brien, 2011).

Los biomateriales sintéticos se basan en polimeros sintéticos degradables que se fabrican
utilizando diversos enfoques de ensamblaje para producir estructuras con propiedades fisicas y
mecanicas controladas, como rigidez, degradacion y porosidad. Una de las ventajas del uso de
biomateriales sintéticos es la capacidad de producir andamios especificos para el paciente que
coincidan con la anatomia del objetivo, asi como para adaptarse a las propiedades fisicas y
quimicas requeridas del tejido lesionado (Igbal et al., 2018; ; O’Brien, 2011; Magnusson et al.,
2010).

Dentro del grupo de polimeros sintéticos biodegradables utilizados en la ingenieria de tejidos se
encuentran los poliésteres alifaticos como el acido polilactico (PLA), policaprolactona (PCL),
acido poliglicélico (PGA) y su copolimero el acido polilactico glicolico (PLGA). Estos polimeros
sintéticos sufren degradacion, involucrando la hidrdlisis de los grupos éster en sus cadenas (lgbal
et al., 2018; Magnusson et al., 2010).

Los polimeros naturales son derivados de polisacaridos y proteinas, son tipos de biomateriales que
tienen excelentes propiedades biodegradables y biocompatibles, asi como otras caracteristicas que
imitan la matriz extracelular (ECM), lo que los convierte en una opcién muy atractiva (Xia et al.,
2018; O’Brien, 2011).

Los polimeros naturales populares a base de polisacaridos que se han utilizado ampliamente para

la regeneracion de tejidos in situ incluyen fibrina, alginato, acido hialurénico y quitosano. El
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quitosano, que se deriva de la quitina, es el segundo biomaterial biosintetizado méas abundante.
Otro ejemplo es el acido hialurénico (AH), que se encuentra en la ECM de muchos tejidos, es
ampliamente utilizado en estudios de laboratorio de reparacién de cartilago debido a sus respuestas
inmunes y biologicas, incluida la proliferacion, la morfogénesis y la reparacion de heridas (Croisier
& Jérbme, 2013; Burdick & Prestwich, 2011; K. Y. Lee et al., 2009; Khor & Lim, 2003).

Las proteinas, como el colageno, la fibrina, la gelatina y la seda, forman la otra clase de polimeros
de origen natural. El colageno, el tipo méas abundante de proteinas en humanos, es un biomaterial
aprobado por la FDA debido a su facilidad de procesamiento y respuestas inflamatorias e inmunes
minimas, por lo que se usa con frecuencia en aplicaciones biomédicas como apositos para heridas
y piel artificial (Sheikh et al., 2015; Ko et al., 2013; C. Shi et al., 2011; Cen et al., 2008).

Por otro lado, las cerdmicas o bioceramicas son una clase de materiales utilizados especificamente
para la reparacion y reconstruccion de tejidos dafiados del cuerpo. se clasifican en los siguientes
grupos: casi inertes (basadas en alumina y zirconia), bioactivas (basadas en vidrio bioactivo) y
ceramicas reabsorbibles (basadas en fosfato B y a-tricalcico. Las biocerdmicas mas comdnmente
empleadas para lIaTE in situ son las utilizadas para la regeneracion del tejido 6seo, como la
hidroxiapatita (HAp), los fosfatos de calcio (CP) y el fosfato tricalcico (TCP) con diferente
relacién calcio a fosfato (Abdulghani & Mitchell, 2019; Dorozhkin, 2010; Cao & Hench, 1996).

La eleccion del material para un andamio esta determinada en gran medida por el requisito de
tejido equivalente. Al fabricar andamios hibridos y combinar biocerdmicas con polimeros, existe
una mayor flexibilidad para lograr la equivalencia tisular y mejorar las propiedades mecéanicas
generales (Abdulghani & Mitchell, 2019).

3. Planteamiento del problema

El cancer de mama representa una carga significativa de atencion médica. Se ha mostrado una
tendencia donde un gran numero de mujeres deciden optar por la mastectomia para extirpar
tumores o de manera profilactica, pero es un procedimiento que se asocia con una morbilidad

estética y psicosocial significativa.

Dentro de los tratamientos reconstructivos actuales se incluye la transferencia de tejido autélogo
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e implantes protésicos; sin embargo, estos tratamientos estan limitados por la posibilidad de
complicaciones de los sitios donantes y de reconstruccion. Esto ha impulsado a la ingenieria tisular
en la investigacion para la basqueda de una mejor opcion en la reconstruccion de mama; en este
trabajo se busca proponer las células troncales de tejido adiposo y mucosa como nichos para su
desarrollo en la reconstruccion mamaria por la cantidad de tejido que se puede obtener y por su

facil obtencion, respectivamente.

4. Pregunta de investigacion
o ¢Las células troncales mesenquimales de tejido adiposo de la bola de Bichat y
celulas de mucosa oral del area retromolar son una opcion viable para la ingenieria

tisular de linaje adipogénico?

5. Justificacion
o La propuesta de las células troncales mesenquimales de tejido adiposo de la bola
de Bichat y células de mucosa oral del area retromolar surge en la busqueda de
optimizar y desarrollar un tratamiento poco invasivo con grandes ventajas y pocas
o0 nulas desventajas como alternativa a los tratamientos reconstructivos ya
existentes después de la mastectomia; basandonos en la cantidad de tejido que se
puede obtener y la accesibilidad de los procedimientos para obtener dichos tejidos.

6. Hipotesis
o Las BFP-ASCs y GMSCs seran una opcion viable para proponerse como una

opcion en ingenieria tisular de tejido graso sobre reconstruccién mamaria.

7. Objetivo general

o Evaluar la diferenciacion de células troncales mesenquimales de tejido adiposo de la
bola de Bichat y de mucosa oral del area retromolar a linaje adipogénico.

8. Objetivos especificos
o Analizar la viabilidad de las células troncales mesenquimales de tejido adiposo de
la bola de Bichat y de mucosa oral del area retromolar.

o Analizar el potencial de diferenciacion adipogénico de células troncales

mesenguimales de tejido adiposo de la bola de Bichat y de mucosa oral del area
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retromolar mediante tincion de aceite rojo Oil red O.

o Observar lamorfologia de las células troncales después de la diferenciacion a través

del microscopio.

9. Metodologia
9.1. Sembrado

Se trabajo a partir de células troncales aisladas de la bola adiposa de Bichat y mucosa oral, las
cuales se trabajan de manera rutinaria en el Laboratorio de ingenieria Tisular y Medicina

Traslacional de la FES lIztacala— UNAM y se encuentran caracterizadas.

o Las celulas sembradas en cajas de cultivo tipo T se encontraban en mantenimiento con
Medio de cultivo DMEM (Sigma-aldrich) (Figura 7), enriquecido con 10% de Suero Fetal
Bovino y 1% de Penicilina (1000U/ml)  /Estreptomicina (1mg/ml) /Anfotericina
(2.5mg/ml) Sigma-Aldrich) el cual fue retirado, se lavd con solucién buffer fosfato salina
(PBS) y se agregaron 3 ml de tripsina (TrypLE™ Express, Gibco™) (Figura 8) durante 4

minutos a 37°C.

\Ka.
ket
e
Figura 7. Medio de cultivo Eagle’s Figura 8. TrypLE™ Express, Gibco™,
Modificado por Dulbbeco (DMEM), Tomada de ThermoFisher Scientific.

biowest. Tomada de biowest.

o Se observo por el microscopio invertido de campo claro (LEICA®) que la morfologia de
las células cambio de fibroblastoide a redondeada, indicando que ya no estaban adheridas
a la caja de cultivo, se inactivo la accion de la tripsina agregando medio suplementado 1:1,
se colocaron en un tubo de punta conica de 15 ml y se centrifugo a 200 gravedades durante
10 minutos a 25°C.Terminado el tiempo de centrifugacion se retiro el medio, se
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resuspendio el boton celular en 1ml de medio DMEM vy se realizé un conteo celular en una
camara de Neubauer para determinar el volumen necesario para sembrar 5000 células +
por pozo en un ensayo por quintuplicado (Figura 9). Finalmente se agregaron 300uL

medio de cultivo suplementado por pozo.

La formula empleada para determinar la concentracion celular es:

numero TOTAL de células contadas
Concentracion celular = - x10000
numero de cuadrantes

Células troncales derivadas Células troncales de tejido adiposo de la
de la encia (GMSCs). bola adiposa de Bichat (BFP-ASCs)

3 dias. >“1Q666

7 dias.

oleeel | I i
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ool | | 5
oeee. | | Ak
ool | | L
ool | | L
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000/00.00,

OQOO000000000

Figura 9. Ensayo por quintuplicado de GMSCsBFP-ASCs evaluados en un periodo de 3, 7y 10
dias.

9.2. Viabilidad

La evaluacién de la viabilidad celular con alamar blue (AB) es un método répido y sensible al
metabolismo celular. Su ingrediente activo es la resazurina, de color azul no fluorescente que al

entrar en las células se reduce por el metabolismo celular por una reaccion de oxido-reduccion
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creado por la aceptacion de electrones de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato, generando
asi la resorufina, un compuesto color rosa altamente fluorescente esto es medible por absorbancia

en un lector de placas (Rampersad, 2012).

Para este ensayo se uso alamarBlue™ Cell Viability Reagent (Figura 10). Cada pozo contenia 90

pl de medio DMEM sin rojo fenol y se agregaron 10 pl de alamar blue.

invitrogen
Labeling &
detection
DAL1025
alamarBlue™ Cell Viability i
Reagent
e
Protect frem Light ze”
Qty: 25 mL
[coT] 12345678
‘

Far RusearchUse LY. [
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Figura 10. alamarBlue™ Cell Viability Reagent. Tomada de ThermoFisher
Scientific.

o Una vez agregado el AB se incubo durante 4 horas a 37°C y transcurrido este tiempo se
transfirio el alamar blue de cada pozo a una nueva placa de 96 pozos para su lectura en el
espectofotometro. Los datos numéricos obtenidos fueron graficados y analizados

estadisticamente con el sofware GraphPad versién 5.
9.3. Diferenciacion

o Lascélulas sembradas en cajas de cultivo tipo T se mantenian con medio de cultivo Eagle’s
Modificado por Dulbbeco (DMEM), suplementado con 10% de suero (Gibco, Merelbeek,
Belgium), y 1% de antibiotico/antimicético (PAA, the cell culture company) el cual se

retird, se lavé con PBS y se agregaron 3 ml de tripsina (TrypLE™ Express, Gibco™)
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durante 4 minutos a 37°C, transcurrido este tiempo Se observaron por el microscopio
invertido de campo claro (LEICA®) comprobando que la morfologia de las células
cambiara de fibroblastoide a redondeada, indicando que ya no estan adheridas a la caja de
cultivo, se inactivaron mediante la accion del Tryple express agregado medio
suplementado 1:1, se colocaran en un tubo de punta conica de 15 ml y se centrifugaron a

200 gravedades durante 10 minutos a una temperatura de 25°C.

o Se sembraron 8000+ células en una placa de 24 pozos, por duplicado con pozos de control
(figura 11). Se agregaron 2ml de Medio de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich), enriquecido
con 10% de Suero Fetal Bovino y 1% de Penicilina (1000U/ml) /Estreptomicina (Img/ml)
/Anfotericina (2.5mg/ml) Sigma-Aldrich).
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Figura 11. Ensayo duplicado con control en una placa de 24 pozos con GMSCs y BFP-ASCs para diferenciacion a
tejido adipogénico.

o Laplaca con las células se coloco en la incubadora en condiciones de cultivo estandar. Se
cambio el medio de cultivo cada cuatro dias, a los dias 7 dias se alcanzo el 50-60% de
confluencia y se inici6 la induccion adipogenica agregando medio adipogénico (DMEM,
10 pg/ml de insulina). Este medio se cambi6 cada 7 dias hasta cumplir 21 dias. Durante
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este periodo se evalué la morfologia con el microscopio invertido de campo claro
(LEICA®) para monitorear los cambios morfoldgicos en las células. La diferenciacion se

evalué mediante tincion Oil Red O al finalizar el periodo de diferenciacion.

9.4. Tincion Oil Red O

La visualizacion de los lipidos es un desafio porque son relativamente inertes y tienen muy pocos
sitios a los que las moléculas de tincion puedan unirse. El requisito previo para cualquier colorante
utilizado para tefiir lipidos es que debe ser liposoluble. La tincion Oil Red O (Figura 12) funciona
como un colorante rojo brillante soluble en lipidos, tifie eficazmente los lipidos mas hidrofobos y
neutros en las células (como triglicéridos, diacilgliceroles y ésteres de colesterol) (Bharati et al.,
2022; JesUs Andrés-Manzano et al., 2015).

Figura 12. Solucion Oil red O. Imagen tomada de sigmaaldrich.

o Pararealizar la tincion se retird el medio de diferenciacion, se lavaron con PBS los pozos

en donde estaban las células y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos

a temperatura ambiente, transcurrido este periodo de tiempo se retird el paraformaldehido

y se lavé con agua bidestilada, después del lavado, se afiadi6 isopropanol al 60% lo

suficiente para cubrir el fondo de los pozos y se dej6 actuar por 25 minutos y se coloco el
Oil Red O de acuerdo a la siguiente preparacion:

» Sedisolvieron 0.003g de Oil Red por cada ml de isopropanol al 99%. Para tener la

“solucion madre”
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La “solucion madre” se mezcld en proporcion 3:2 con agua bidestilada respectivamente y se dejé
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, la mezcla se filtré en una membrana de 0.70
pm y se coloco en un tubo de punta conica de 15 ml protegido de la luz con papel aluminio para
obtener la “solucion de trabajo™.
o Después de dejar la solucion de Oil red durante 20 minutos, se retird y se lavo con agua
bidestilada.

o Se observaron los resultados por el microscopio invertido de campo claro (LEICA®)

9.5. Andlisis estadistico
El andlisis de los datos se llevo a cabo mediante la prueba U Mann-Whitney mediante el software

GraphPad Prism version 5 (California.EE.UU) los datos se expresaron como media + desviacion

estandar (SD) y se consider6 una diferencia estadisticamente significativa cuando p<0.05.
10. Resultados
10.1. Viabilidad

La lectura de la actividad celular mostro viabilidad de las GMSCs y las BFP-ASCs a los 3, 7 y 10
dias. Los resultados estadisticos indican que no existen diferencias estadisticamente significativas
si se comparan ambas fuentes en los diferentes periodos evaluados (p<0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Resultados de viabilidad de
ambas fuentes celulares (BFP-ASCs vy
GMSCs) evaluadas en un periodo de 3, 7
y 10 dias ( P=1.000).
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10.2. Tincién Qil red O

Se observaron gotas lipidicas visibles gracias a la tincion de Oil red O. Las gotas lipidicas de las

BFP-ASC se observaron cualitativamente mas grandes si se comparan con las GMSC’s (Figura

14).
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Figura 14. GMSCs y BFP-ASCs bajo induccion adipogénica. Con la tincion Oil red, se observan gotas
lipidicas después de los 21 dias de induccién. después con la tincién de gotas lipidicas con oil red O. A-1 imagen de
las células troncales derivadas de la mucosa (GMSC’S) 7 dias después de su incubacién con un aumento de 10x A-2
corresponde a las células troncales derivadas de la mucosa (GMSC’s) 21 dias de induccion, fijadas y con tincion con
Oil red, con un aumento de 40x, las flechas de color amarillo sefialan gotas lipidicas positivas a la tincion. B-1 se
muestran las células troncales de tejido adiposo de la bola adiposa de Bichat (BFP-ASCs) 7 dias después de haber
sido incubadas con un aumento de 10x. B-2 corresponde a las células troncales de tejido adiposo de la bola adiposa
de Bichat (BFP-ASCs) con tincion Oil red O a 21 dias ddel inicio de la induccién adipogénica las flechas amarillas
sefialan las gotas lipidicas positivas a la tincién. Imagenes observadas a través de un microscopio 6ptico de campo
claro de contraste de fases (Leica DM IL LED).

La tincién se evaluo usando el software FIJI-ImageJ con el cual se hace cuantificable la cantidad

de tincidon sobre un campo, estos resultados se sometieron a un andlisis estadistico en GraphPad
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Prism© utilizando la prueba U de Mann-Whitney, los datos indicaron que la diferencia entre las
dos fuentes celulares (GMSCs y BFP-ASCs) no es estadisticamente significativa (P<0.05)
(Figura 15) .

Tincion Oil Red O.

251
w207 -1 S
© Figura 15. La grafica muestra el
S 15- resultado de la tincion de Oil red
= después de la inducciéon adipogénica
c_ué 10- por 21 dias analizados en F1JI-ImageJ.
s (P =0.700).
O 5.

oL N

11. Discusion

El cancer de mama afecta a 1 de cada 8 mujeres en estados unidos y es el cancer que causa mas
muertes en México, falleciendo una mujer cada 2 horas. A menudo el plan de tratamiento incluye
la mastectomia que conlleva problemas psicosociales y afectacion en la autoestima de las pacientes
por lo que el tratamiento no termina en la erradicacion del cancer si no también en la reconstruccion
mamaria para generar una sensacion de recuperacion y plenitud fisica (IMSS, Céancer de
Mama,2015.; DellaCroce & Wolfe, 2013).

La reconstruccion con implantes es uno de los métodos mas utilizados después de la mastectomia
y este método fue introducido desde 1961, sin embargo, se tienen datos que sugieren una
reincidencia de cancer de mama inducida por los implantes, asi como la posibilidad de incidencia
de linfoma anaplasico de células grandes (K. T. Lee et al., 2020; Martinez-Ramos et al., 2018;
O’Halloran et al., 2017; Champaneria et al., 2012).

Las técnicas aut6logas surgen como alternativa a la reconstruccion con implantes y ofrece algunos
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beneficios para las mujeres con cancer de mama. Lo mas destacable es que este procedimiento
permite usar el tejido propio para hacer una reconstruccion muy cercana al volumen mamario
original, de manera general dentro de estos procedimientos se encuentran los colgajos y la
lipotransferencia siendo esta ultima una opcion que ofrece resultados muy aceptables para las
pacientes si se realiza como una técnica asistida con células (CAL) (Kglle et al., 2013; de Blacam
et al., 2011; lllouz & Sterodimas, 2009; Yoshimura et al., 2008 ; Zheng et al., 2008; Matsumoto
et al., 2006). Es entonces donde la ingenieria tisular y la medicina regenerativa surgen como
respuesta para la optimizacion de este tipo de tratamientos donde las fuentes de células troncales
de origen bucal y maxilofacial se vuelven una opcion por su facil obtencion y gran variedad. En
este trabajo se proponen especificamente 2 fuentes celulares para la ingenieria de tejidos en la
reconstruccién mamaria siendo estas las células troncales de tejido adiposo de la bola adiposa de
Bichat (BFP-ASC) por la naturaleza de su tejido (tejido adiposo) y células troncales derivadas de
la mucosa oral (GMSC) ya que es un tejido altamente proliferativo que se encuentra en contante
recambio por su funcion (masticacion) (Kim et al., 2021; Broccaioli et al., 2013; Egusa et al.,
2012; Q. Zhang et al., 2009; Harada et al., 1999).

No hay estudios que comparen especificamente estas dos fuentes celulares (BFP-ASCs y GMSCs),
sin embargo, varios autores han realizado el aislamiento, cultivo y diferenciacion de ambas de
manera separada. En el presente estudio a pesar de no existir una diferencia estadisticamente
significativa se logran identificar diferencias visuales en la viabilidad y diferenciaciéon ; Al
observar la grafica de viabilidad las GMSCs demostraron una mayor actividad en los dias 3 y 10
si las comparamos con las BFP-ASCs ademas de mostrar tendencia a aumentar si alargaramos los
dias en los que se evaltan, por otro lado las BFP-ASCs mostraron un crecimiento casi nulo entre
los dias 7 y 10. Estos resultados se podrian atribuir al nicho tisular de donde provienen; la mucosa
oral es un tejido que a lo largo de toda la vida se encuentra en constante recambio celular por el
traumatismo al que se somete durante la masticacion, por otro lado la bola adiposa de Bichat
cumple funciones de sostén estructural y a lo largo de la vida disminuye la cantidad de tejido que
las conforma , sin embargo, las BFP-ASCs mostraron un mejor desempefio al realizar la tincion
con Oil red O ya que aunque las diferencia estadistica no fue significativa formaron gotas lipidicas
en mayor cantidad y de mayor tamario, este resultado se pueden conferir a que las BFP-ASCs se

obtienen de un tejido de origen adiposo. (Griffin et al., 2022; M.-K. Kim et al., 2017; Alonso-
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Gonzélez et al., 2015; Gomez de Ferraris & Campos Mufioz, 2009).

En 2021 Ke Yang et al. compararon células troncales mesenquimales adiposas obtenidas de tejido
celular subcuténeo del area del cuello y células troncales mesenquimales de mucosa oral donde
reportan los resultados de la induccion al trilinaje (osteogénico, adipogénico y condrogénico) en
caso de la induccion a linaje adipogénico, que fue lo que se evalud en el presente estudio, ambas
fuentes celulares fueron positiva a la tincion Oil Red O, aparecieron gotas de lipidos de color rojo
en forma de racimos, por lo que al contrastarlo con los resultados de esta tesis ambos estudios
coinciden. Aungue el sitio de obtencidn de las células troncales mesenquimales de tejido adiposo
no es el mismo al de esta tesis, autores como Broccaioli et al. en 2013 concluyen que las células
troncales de la bola adiposa de Bichat tienen caracteristicas y comportamiento bastante similares
a las células troncales de tejido adiposo subcutaneo (K. Yang et al., 2021; Broccaioli et al., 2013;
Tomar et al., 2010).

A pesar de que al momento de la realizacion de este trabajo de investigacion solo Ke Yang et al.
en 2021 han realizado una comparacion similar a la de este estudio, otros investigadores han
evaluado cada una de estas fuentes (BFP-ASCs y GMSCs) de manera individual; Las GMSCs han
sido evaluadas por métodos similares a los realizados en este estudio, diferentes autores han
reportado que esta fuente celular es viable y capaz de diferenciarse a células de linaje adipogénico
(Griffinet al., 2022; Gao et al., 2014; Q. Zhang et al., 2009). Por otro lado, se ha reportado que las
BFP-ASCs son células viables con gran capacidad de diferenciacion adipogénica, incluso
comparandolas con células de tejido adiposo celular subcutaneo de otras fuentes (Conti et al.,
2018; Broccaioli et al., 2013).

12. Conclusion

Los resultados indican que las BFP-ASCs y las GMSCs son fuentes viables y capaces de
diferenciarse en células de linaje adipogenico sugiriendo que ambas fuentes podrian usarse para la
ingenieria tisular en la reconstruccion mamaria. Existen ligeras diferencias cualitativas en la
viabilidad y la diferenciacién entre ambos nichos celulares, aunque las diferencias no son
estadisticamente significativas, los resultados de la viabilidad celular sugieren que las GMSCs

podrian tener un mejor desempefio que las BFP-ASCs si extendemos el tiempo de evaluacion por
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lo que para continuar con esta linea de investigacion se sugiere alargar los periodos de evaluacién
en la viabilidad, de igual manera, la diferenciacion se puede mejorar en futuros estudios evaluando

marcadores especificos de linaje adipogénico.

Para lograr desarrollar un tratamiento de reconstruccién mamaria con ingenieria tisular empleando
estas fuentes celulares (BFP-ASCs y las GMSCs) se debera evaluar su desempefio en andamios
antes de poder realizar experimentos in vivo, tomando como pauta el presente trabajo de

investigacion.
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