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Resumen

Las malformaciones craneofaciales son los defectos congénitos mas comunes en
humanos. Dentro de estas, las hendiduras orofaciales del labio y/o el paladar son las mas
frecuentes y generan morbilidad considerable en los nifios afectados, quienes deben
someterse desde edades muy tempranas a multiples intervenciones para su tratamiento
y rehabilitacion, entre las que se encuentran los injertos 6seos, que aun se consideran el
gold estandar para la reparacion y regeneracién 6sea. Sin embargo, estos presentan
varias desventajas, y genera comorbilidades en los pacientes. Las terapias avanzadas
buscan alternativas de tratamiento para la regeneracion de los tejidos, como el enfoque
que ofrecen los modelos de cultivo tridimensional basados en células, al considerarse
que representan el microambiente de los tejidos. Asi mismo, buscan nuevas fuentes de
células diferentes a las células madre mesenquimales, por las limitaciones ampliamente
descritas para su uso in vivo. Esta tesis se enfoca en caracterizar células autdlogas
provenientes de la mucosa masticatoria de individuos con labio y/o paladar hendido no
sindromico, en un ambiente de cultivo celular en monocapa, y en cultivo tridimensional
libre de factores externos o inductores quimicos, ademas de analizar los cambios en la
expresion geénica resultado de la reprogramacion via biomecanica a la cual se someten
las células con el propdsito de evaluar su potencial uso en enfoques de ingenieria de
tejidos y/o terapia celular para la reconstruccion de tejidos craneofaciales.
Adicionalmente, se estandariza un modelo tridimensional in vitro para el estudio de la

biologia celular de los tejidos orofaciales.

Palabras clave: cultivo tridimensional, esferoides celulares, fibroblastos gingivales
humanos, labio y/o paladar hendido.
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Abstract

Craniofacial malformations are the most common congenital defects in humans.
Among these, orofacial clefts of the lip and/or palate are the most frequent and generate
considerable morbidity in affected children, who must undergo multiple interventions from
very early stages to its treatment and rehabilitation, among which are bone grafts, which
are still considered the gold standard for bone repair and regeneration. However, these
have several disadvantages and generate comorbidities in patients. Advanced therapies
seek treatment alternatives for tissue regeneration, such as the approach offered by three-
dimensional cell-based culture models, as they are considered to represent the
microenvironment of tissues. Likewise, they seek new sources of cells other than
mesenchymal stem cells, due to the widely described limitations for their use in vivo. This
thesis focuses on the characterization of autologous cells from the masticatory mucosa of
individuals with non-syndromic cleft lip and/or palate, in a monolayer cell culture
environment, and in three-dimensional culture free of external factors or chemical
inducers, in addition to analyzing the changes in gene expression resulting from the
reprogramming via biomechanics to which the cells are subjected in order to evaluate its
potential use in tissue engineering and/or cell therapy approaches for craniofacial tissue
reconstruction. Additionally, a three-dimensional in vitro model is standardized for the

study of the cell biology of orofacial tissues.

Key words: Tridimensional cell culture, gingival spheroids, human gingival fibroblast,
cleft lip and/or cleft palate.
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Introduccién

Las malformaciones craneofaciales son los defectos congénitos mas comunes en
humanos, y las hendiduras orofaciales, labio + paladar hendido (CL+P, por su sigla en
inglés), labio fisurado (CL, por su sigla en inglés) y el paladar hendido (CP, por su sigla
en inglés) son las mas frecuentes (1,2). La prevalencia mundial promedio de nacimientos
de todas las hendiduras orofaciales es de 9.92 por 10.000 nacimientos (cerca de 1 por
cada 1000 nacimientos), con variaciones geograficas y étnicas importantes. En general,
las poblaciones de Asia oriental y nativos americanos tienen las tasas de prevalencia mas
altas, seguidas por las poblaciones europeas y del sur de Asia mientras que, las
poblaciones afrodescendientes tienen tasas de prevalencia mas bajas (2,3).

En Colombia el Instituto Nacional de Salud (INAS) reporté una prevalencia de
8.5.por cada 10.000 nacidos vivos (NV) en 2017 para el CL+P, con un incremento variable
de los casos durante los ultimos cinco afios, llegando en 2021 a una prevalencia de 8.0
por cada 10.000 NV. Estos datos se relacionan con el analisis de prevalencia e incidencia
del CL+P realizado durante los afios 2009 a 2017, en el cual se demostrd, que durante
este periodo el CL+P presentd una tendencia al alza no estacionaria (4).

Las hendiduras orofaciales generan una morbilidad considerable en los nifios
afectados e implican una carga personal, financiera y social de alto impacto para las
familias, y una alta carga biomédica para el sistema de salud (5). Ademas, las personas
con CL+P pueden experimentar problemas de alimentacién, del habla, la audicion,
maloclusiones y de integracion social que requieren la participacion de un equipo
multidisciplinario, y de diversas intervenciones para su tratamiento y rehabilitacién desde
etapas muy tempranas. El desarrollo esquelético anormal requiere de multiples
correcciones quirurgicas y/o injertos de tejidos para sustituir los tejidos no formados:
mucosa bucal, submucosa, tejido éseo y muscular segun el tipo y tamafio del defecto
(6,7).

Los objetivos de la reconstruccion craneofacial incluyen restaurar la forma, la
funcion, la estética facial y respetar el crecimiento craneofacial en el caso de los pacientes
pediatricos. En relacion con los defectos 6seos se han desarrollado estrategias
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quirurgicas, tales como la distraccion osteogénica, los colgajos desplazados y/o libres
vascularizados, implantes de una amplia gama de biomateriales como ceramicas,
polimeros sintéticos, polimeros naturales y compuestos, entre otros y los injertos 6seos
autologos (8-10).

El injerto 6dseo autdlogo ha sido el estandar de oro del reemplazo 6seo, porqué
proporciona células osteogénicas, asi como, los factores esenciales necesarios para la
curacion y regeneracion 6sea (11). Sin embargo, presenta desventajas como la baja
disponibilidad de tejido en el sitio donante, potencial morbilidad del sitio receptor y
donante, y tiempos operatorios prolongados. Estas situaciones deterioran el estado de
salud general del paciente (12,13), sin contar los costos para el sistema de salud, si se
tiene en cuenta que el gasto en Estados Unidos de América puede sobrepasar los US
$100 millones anuales, mientras que en Colombia se carece de estudios al respecto (5).

La medicina regenerativa busca dar respuesta a este tipo de limitantes. Se han
desarrollado in vitro e in vivo varias plataformas y técnicas de cultivo celular,
complementarios de los procedimientos quirdrgicos convencionales, y como una
alternativa al injerto autélogo con resultados clinicos prometedores (14,15). Aun mas, se
han utilizado células autélogas aisladas del paladar de pacientes con hendiduras
congénitas, demostrando que estas células, aunque provienen del defecto tienen la
capacidad de regenerar una mucosa palatina similar al tejido normal, a pesar de las
variaciones fenotipicas y genéticas que presentan (16,17).

La terapia celular y la ingenieria de tejidos basada en células, tienen que ver en
gran medida con la supervivencia y el rendimiento de las células implantadas. El éxito de
su aplicacién depende del tipo celular, las condiciones locales de los sitios receptor y
donante, asi como de la manipulacién in vitro (5,18). Tanto células madre de diversos
linajes como células diferenciadas, se han utilizado en la regeneracion de tejidos blandos
y 0seo craneofaciales, aunque el uso de estas ultimas es limitado debido a su incapacidad
de auto renovacion y escaso potencial de diferenciaciéon (19,20). Actualmente, gracias a
los avances y nuevos conocimientos de la biologia celular, y de los componentes del
microambiente celular, la medicina regenerativa busca la reparacion enddgena de los
tejidos mediante la manipulacién tanto de células madre y/o su nicho, asi como explotar

la plasticidad de las células diferenciadas en los tejidos adultos (21,22). Desde esta
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perspectiva, los fibroblastos las principales células que constituyen el estroma de los
tejidos y 6rganos, se consideran un componente central y versatil de la biologia tisular,
entre otros aspectos por su similitud con las células madre mesenquimales (MSC, por su
sigla en inglés) segun los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia
Celular (ISCT, por su sigla en inglés), que incluyen inmunofenotipo, potencial de
diferenciacién y la capacidad proliferativa, inclusive, en algunos casos se consideran un
recurso mas efectivo para la terapia celular que las mismas MSC (23,24).

Esta investigacion tiene como objetivo caracterizar fibroblastos aislados de la
mucosa palatina de individuos con defectos de labio y/o paladar hendié no sindrémico
(CL+P NS; por su sigla en inglés) en cultivo adherente (2D), y en cultivo tridimensional
(3D), con el proposito de establecer su potencial de biolégico como fuente de células
autdlogas en terapias avanzadas, dirigidas a la regeneracion de los tejidos craneofaciales
involucrados en los defectos de CL+P. En un futuro, se espera que esta aproximacion
haga parte de un abordaje terapéutico conservador con una minima morbilidad
quirurgica, con el fin de optimizar la rehabilitacion funcional, y estética de los pacientes
afectados por hendiduras craneofaciales, de esta forma se espera disminuir los costos
de las intervenciones reconstructivas, y mejorar sustancialmente la calidad de vida de las
personas afectadas por esta condicidon en nuestro pais. Adicionalmente, la metodologia
de investigacién que se desarrolla en este trabajo, propone un modelo in vitro para el
estudio de la biologia celular de los tejidos orofaciales.

El trabajo presenta en la primera seccion una sintesis acerca de la embriologia y
etiologia del CL+ P, asi como un resumen de los estudios preclinicos y clinicos de terapias
avanzadas para su tratamiento, seguido por la una revisidbn de tema centrada en el
fenotipo de los fibroblastos gingivales, y su potencial implementacion en terapias
avanzadas', asi como el concepto de reprogramacion celular, y el proceso de
mecanotransduccion como uno de los mecanismos que puede inducir la reprogramacion
celular en cultivo 3D, para finalizar con el uso del cultivo celular 3D como herramienta de
investigacion en biologia celular y molecular. Posteriormente, se presentan los resultados
de la caracterizacion morfologica, y fenotipica de los fibroblastos gingivales aislados de
CL+P NS cultivados en condiciones 2D, y 3D con especial énfasis en el analisis
ultraestructural de los esferoides celulares, y los cambios en la expresion génica de genes
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diana relacionados con la matriz extracelular (ECM, por su sigla en inglés), vias de
mecanotransduccion y marcadores de precursores osteogenicos.

En esta investigacion, los fibroblastos gingivales en cultivo 3D lograron crear un
ambiente mineralizante en el nicho, el cual fue evidente por el depdsitos de
nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo en la superficie esferoidal, que eventualmente
pueden servir como una matriz osteoinductora y/u osteoconductora en enfoques de
ingenieria de tejidos, o en terapia celular dirigida a la regeneracion de los tejidos 6seos
craneofaciales. Adicionalmente, se sumé evidencia de la capacidad que tienen los
fibroblastos residentes en la mucosa palatina para modificar su fenotipo, y la expresion
génica via mecanotransduccion en cultivo 3Dy, por lo tanto, de la plasticidad que exhiben
para servir como fuente de células de facil acceso y escasa morbilidad en enfoques de
medicina regenerativa para pacientes con CL+P NS.

Para terminar, la alta variabilidad individual que presentaron los perfiles genéticos
de los individuos que conformaron la muestra, respalda la necesidad de implementar
enfoques de medicina personalizada en el diagnostico, tratamiento y prevencion de las

hendiduras craneofaciales.

i Revisién de tema publicada en el European Journal of Cell Biology, volumen (99), numero (7),
https://doi.org/10.1016/j.ejcb.2020.151123


https://doi.org/10.1016/j.ejcb.2020.151123

Caracterizacion de fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de ... 21

1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Caracterizar fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de
labio y/o paladar hendido no sindromico en cultivo 2D, y en cultivo 3D, con el propdsito
de establecer su potencial de biolégico como fuente de células autélogas en terapias

avanzadas.

1.2. Objetivos especificos

¢ |dentificar el fenotipo de los fibroblastos gingivales aislados de defectos CL+P NS en
cultivo 2D o monocapa.

e Describir la formacién de esferoides de fibroblastos gingivales aislados de defectos
CL+P NS con la técnica de interposicién de liquidos con agarosa.

e Describir la morfologia y ultraestructura de fibroblastos gingivales CL+P NS en cultivo
3D.

e Evaluar cambios en la expresion génica de los fibroblastos gingivales de CL+P NS en
cultivo 2D vs. 3D.
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2. Problema de Investigacion

Las malformaciones craneofaciales son los defectos congénitos mas comunes en
humanos, y de estas el CL+P. La prevalencia mundial promedio de nacimientos de todas
las hendiduras orofaciales es de 9.92 por 10.000 nacimientos (cerca de 1 por cada 1000
nacimientos), con variaciones geograficas y étnicas importantes. Adicionalmente, la
incidencia de CL+P NS constituye aproximadamente el 70 % de los casos, de los cuales
el 20% son familiares y el 80% corresponde a casos esporadicos. Las hendiduras
orofaciales generan una morbilidad considerable en los nifios afectados e implican una
carga personal, financiera y social de alto impacto para las familias, y una alta carga
biomédica para el sistema de salud (25).

El injerto 6seo alveolar se realiza comunmente para reconstruir la cresta alveolar
en pacientes con defectos 6seos asociados con CL+P. La reconstruccion del proceso
alveolar favorece la erupcion de los dientes permanentes, el movimiento de los dientes a
través del proceso alveolar mediante fuerzas de ortodoncia y el restablecimiento de la
funcidn masticatoria y estética. Los injertos 6seos estabilizan los arcos dentales, mejoran
el soporte periodontal de los dientes adyacentes a la fisura, y cierran las fistulas buco-
nasales, reduciendo las dificultades del habla. Sin embargo, los injertos éseos presentan
limitaciones que la medicina regenerativa busca solucionar (13). Al respecto, células
autdlogas aisladas del paladar de pacientes con hendiduras congénitas, ya se han
empleado en enfoques de medicina regenerativa, demostrando que tienen la capacidad
de regenerar una mucosa palatina similar al tejido normal, a pesar de las posibles
variaciones fenotipicas y genéticas (16,17). Asi mismo, las mucosas orales se consideran
una fuente celular apropiada, ya que son facilmente accesibles mediante procedimientos
minimamente invasivos sin generar problemas estéticos (26, 27).

Actualmente existe un numero limitado de estudios sobre terapia celular para la
regeneracion de los tejidos periodontales y 6seos craneofaciales; sin embargo, ya hay
evidencia que demuestra que los fibroblastos gingivales tienen el potencial de mejorar
los resultados de los tratamientos regenerativos del hueso alveolar y los tejidos
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periodontales (28-30). También, se han realizado ensayos clinicos utilizando MSC
derivadas de diversos tejidos, pero la complejidad y los costos asociados con el
aislamiento y la manipulacion de estas células justifican la busqueda de métodos simples,
rapidos, efectivos, y econdmicos para la recoleccién y procesamiento de células. Al
respecto, se conoce ampliamente que el cultivo de células somaticas y de MSC en
esferoides puede mejorar sus propiedades regenerativas (31 - 33). Sin embargo, se debe
tener en cuenta, que las MSC presentan inconvenientes para su aplicacion clinica.
Primero, las MSC son células escasas en tejidos adultos; por lo tanto, se requiere generar
dosis terapéuticamente relevantes (1-2 millones/kg), en consecuencia, las MSC
experimentan muchas divisiones celulares in vitro, lo que aumenta la posibilidad de
mutagénesis y pérdida de actividad. En segundo lugar, las MSC implantadas migran a
sitios distantes del tejido receptor, lo que sugiere que el mecanismo por el cual las MSC
favorecen la regeneracion tisular consiste en reclutar y/o modular células locales.
Finalmente, la inestabilidad en el potencial regenerativo de las poblaciones de MSC se
ha relacionado con el “nicho de células madre” en el destino celular, donde la variabilidad
genética y/o las alteraciones epigenéticas estan involucradas (34, 35).

Por las razones descritas, la presente investigacion plantea la necesidad de
caracterizar fibroblastos gingivales aislados de individuos con hendiduras orofaciales, en
un ambiente de cultivo tridimensional libre de factores externos e inductores quimicos,
como una fuente de células y una alternativa mas segura y clinicamente relevante, con
fines terapéuticos para los enfoques de medicina regenerativa de los tejidos afectados
por hendiduras craneofaciales. Finalmente, desarrollar modelos celulares accesibles y
econdmicos para el estudio y comprensién de la biologia y la fisiologia celular, permite

avanzar en la busqueda de soluciones para la medicina traslacional.
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3. Hipoétesis

3.1. Ho

Los fibroblastos gingivales aislados de defectos CL+P NS no tienen la capacidad de
modificar su fenotipo y expresion génica en cultivo tridimensional, sin la influencia de

otros factores externos.

3.2. H4

Los fibroblastos gingivales aislados de defectos CL+P NS poseen la plasticidad celular
para modificar su fenotipo y expresion génica en cultivo tridimensional, sin la influencia

de otros factores externos.
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CAPITULO 1

4. Marco teérico

4.1. Embriologia facial

La embriogénesis, especificamente durante el desarrollo facial implica una serie
de eventos complejos y finamente coordinados. El desarrollo de la cara inicia alrededor
de la cuarta semana de gestacion y esta estrechamente relacionado con las células de
la cresta neural craneal (36,37). Estas células migran y se combinan con células del
mesodermo y ectodermo para formar cinco prominencias faciales asi: una prominencia
frontonasal, dos procesos mandibulares y dos procesos maxilares alrededor del
estomodeo (Figura 1A). Una vez se forman la prominencia frontonasal y las placodas
nasales, estas ultimas se invaginan para formar los procesos nasales mediales y laterales
(38).

La fusién de los procesos faciales se lleva a cabo en diferentes momentos del
desarrollo embrionario, dando origen a las diferentes estructuras de la cara en el siguiente
orden cronoldgico; el maxilar, el labio superior y el paladar primario a la 72 semana de
vida intrauterina (VI), el paladar secundario a la 122 semana de VI y la mandibula entre
la 42 y 52 semana de VI (39) (Figura 1A, Figura 1B). EIl proceso de fusién de las
prominencias faciales depende de una secuencia de eventos que involucran migracion,
crecimiento, adhesion, diferenciacion y apoptosis celulares (Figura 1E, Figura 1F,
Figura1G, Figura 1H). Por lo tanto, el crecimiento, la estructura y el patron de las
prominencias faciales estan controlados por interacciones complejas que involucran un
amplio numero de moléculas, tales como los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF), proteinas sonic hedgehog (Shh), proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), los
genes homeobox (HOX) BARX1, MSX1, genes homeobox distales (DLX) y gradientes

locales de acido retinoico (40, 41).
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2

Figura 1. Secuencia del desarrollo facial humano
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Nota. (A). Formacién de los procesos faciales; (B-D). Formacion del labio superior; (E—H).
Formacién del paladar primario (proceso alveolar) y paladar secundario (42).
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4.2. Anatomia y formacion del paladar

El paladar se divide en dos regiones anatémica y embriolégicamente diferentes: 1)
El paladar primario: corresponde al segmento intermaxilar y resulta del crecimiento
medial de las prominencias maxilares y las prominencias nasales mediales alrededor de
la 62 semana de VI. A su vez, el paladar primario esta constituido por un componente
labial, que forma el surco subnasal del labio superior (Figura 1D), y un componente del
maxilar superior que da soporte a los cuatro dientes incisivos y un componente palatino
que forma el paladar primario como tal y se sitia anterior al foramen palatino (Figura 1H).
El segmento intermaxilar es continuo con la porcion rostral del tabique nasal, y es formado
por la prominencia frontal (42).

2) El paladar secundario inicia su desarrollo en la 6 semana de VI, cuando las
crestas palatinas emergen del proceso maxilar (Figura 1E). Estas crecen verticalmente
a lo largo de los bordes laterales de la lengua en desarrollo y alrededor de la 8% semana

de VI se elevan adoptando una posicién horizontal a medida que la cabeza se expande,
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y lalengua se mueve hacia abajo (Figura 2A, Figura 2B). El crecimiento continuo conduce
a las crestas palatinas a confrontarse en la linea media y lograr posteriormente su fusién
a lo largo del selle epitelial medio (MES, por su sigla en inglés) (Figura 2C). La fusion
exitosa del paladar secundario resulta en una separacion completa de la cavidad nasal y
oral en la 122 semana de VI (Figura 2D). Finalmente, el agujero incisivo sirve de limite
entre el paladar primario y secundario (43).

Los epitelios de las crestas palatinas cuando se encuentran en posicion vertical estan
en contacto con los epitelios mandibular y lingual, por lo tanto, debe evitarse la fusion
patoldgica entre el paladar y la mandibula, y/o la lengua. Esta funcién estd mediada por
el peridermo, una capa de células individuales, transitoria durante la embriogénesis, el
cual exhibe una expresién altamente polarizada de los complejos de adhesion, y se
desprende de la superficie exterior a medida que la epidermis adquiere su funcién de
barrera. Los genes IRF6, IKKA, SFN, RIPK4, CRHL3, estan bajo el control transcripcional
del factor de transcripcion p63 que influye en el proceso de fusién y diferenciacion de la
epidermis y juegan un papel clave en la formacién del peridermo (Figura 2C) (44).

Posteriormente, la adhesién del epitelio de las crestas palatinas forma una linea
unica, llamada epitelio del borde medial (MEE, por su sigla en inglés), el cual finalmente
desaparece para permitir la confluencia y fusion del tejido palatino. Procesos como la
muerte celular programada, la transicién epitelio-mesenquimal (EMT, por su sigla en
inglés) y la migracién celular del epitelio oral al nasal o una combinacién de estos eventos,
se han sugerido como posibles mecanismos para la desintegraciéon del MEE (Figura 2D)
(45). Una vez se produce la fusién palatina los dos tercios anteriores se mineralizan por
osificacion intramembranosa formando el paladar duro bajo la sefializacién de numerosos
factores, particularmente la BMP, FGF, hedgehog (HH), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y la sefalizacion Wnt/B-catenina que conduce al mesénquima palatino
a experimentar diferenciacion osteoblastica y mineralizacion del tejido (Figura 2E). El
tercio posterior dara lugar a un tejido fibromuscular o paladar blando (46).
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Figura 2. Representacion esquematica de la palatogénesis

A. Apdfisis palatinas — Crecimiento Vertical B. Apdfisis palatinas - Crecimiento Horizontal
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Nota. (A). Las crestas palatinas crecen verticalmente rodeando la lengua. Se observan cinco
regiones en el mesénquima palatino: nasal, medial, oral, central y maxilar y tres regiones en el
epitelio palatino: nasal, medial, y oral. (B). Las crestas palatinas ascienden, cambian su orientacién
de vertical a horizontal y se ubican por encima de la lengua. (C). El epitelio palatino medial de las
crestas se adhiere formando el MEE. En esta zona se observan dos tipos de células epiteliales
conformando dos capas, el peridermo y un epitelio cuboidal no estratificado. Las células del
peridermo comienzan a migrar hacia los sitios del epitelio nasal y el epitelio oral. (D). Inicia la
fragmentacion MEE debido a la EMT, estas células posteriormente migran dentro del mesénquima
palatino. (MI) EI MES desaparece por completo y las células mesenquimales del paladar comienzan
a diferenciarse en osteoblastos por osificacion intramembranosa. Abreviaturas bm: membrana
basal; c: regién central; EMT: transicién epitelio mesenquimal; ep: células epiteliales; M: sitio
medial; m: regién medial; MEE: epitelio del borde medial; MES: selle epitelial medio; mx: regién
maxilar; n: region nasal; N: sitio nasal; o: region oral; O: sitio oral; pm: mesénquima palatino; pr:
células del peridermo (46).
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4.3. Hendiduras del labio * el paladar

Las interrupciones en la fusion de los procesos faciales durante la embriogénesis
afectan el desarrollo facial y puede dar lugar a hendiduras completas o parciales de la
cara, el labio y/o el paladar (37). Las hendiduras craneofaciales se dividen en dos
grandes grupos: 1) hendiduras sindromicas, cuando estas se encuentran asociadas con
anormalidades cognitivas o fisicas adicionales fuera de la regién de la hendidura, o con
un sindrome de etiologia genética conocida causado por mutacion de un solo locus,
anormalidad cromosomica o teratégenos, siendo condiciones raras o poco frecuentes, y
2) hendiduras no sindrémicas (NS) o aisladas, condiciones que no estan asociadas a otra
anomalia reconocible; donde varios factores de riesgo ambientales, y multiples genes
han sido implicados en su etiologia, lo que significa que es una enfermedad compleja 'y
heterogénea, ademas de presentar una fuerte agregacion familiar (47, 48).

La incidencia de las hendiduras en casos sindrémicos difiere entre los estudios y
a su vez varia entre las poblaciones, al respecto Beriaghi et al. (49). informaron que este
tipo de hendiduras corresponde aproximadamente al 30%de los casos. Por su
parte, Mossey y Modell (25) determinaron que la incidencia de CL+P NS constituye
aproximadamente el 70 % de los casos, de los cuales el 20% son familiares y el 80%
corresponde a casos esporadicos. A diferencia del paladar hendido aislado, para el cual
Dixon et al. (6) informaron que el 50% de los casos correspondian a casos sindrémicos,
y NS respectivamente.

Desde el punto de vista anatdmico, las hendiduras orofaciales son un grupo
heterogéneo de trastornos que afectan la estructura de la cara y la cavidad bucal, de
forma general se divide en tres categorias: A) las hendiduras que afectan unicamente el
labio. B) Las hendiduras que afectan el labio y el paladar, y las hendiduras que afectan
solo el paladar. Aunque el paladar primario y el paladar secundario tienen origenes de
desarrollo distintos, el CL y el CL+P comparten el defecto del paladar primario, por lo
tanto, se incluye al CL y el CL+P en un grupo comun: labio hendido con o sin paladar
hendido (50).
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El labio hendido se puede clasificar como microforma, CL incompleto o CL
completo. Una microforma de CL corresponde a una muesca o ranura en el labio o los
tejidos blandos, en este caso todos los tejidos del labio estan presentes, pero hay una
muesca que involucra la union cutanea y el bermellén. Por el contrario, el CL incompleto
implica dehiscencia del musculo orbicular de la boca y puede ser variable en su
compromiso de la piel. La presencia de una banda de Simonart, se refiere a una banda
delgada de tejido blando que abarca el aspecto superior de un CL incompleto en el
alféizar nasal. ElI CL completo se extiende a lo largo del labio y dentro del alféizar nasal,
lo que lleva a una insercion anormal del musculo orbicular de la boca en el ala nasal y la
columela. Ademas, en el CL bilateral hay desplazamiento anterior del segmento
intermaxilar con ausencia del musculo orbicular de la boca (42).

El paladar hendido también se clasifica segun el grado de severidad o compromiso
de las estructuras anatomicas. El paladar hendido submucoso se caracteriza por una
dehiscencia subyacente a la musculatura palatina, mientras que la mucosa suprayacente
esta intacta, por lo tanto, es dificil de detectar. Los sub fenotipos del CP submucoso
incluyen muescas en la linea media del paladar duro, uvula bifida o parcialmente dividida,
una zona translucida o linea azul grisacea en la linea media del paladar, que representa
la falta de musculatura y transparencia en la zona. La hendidura del paladar secundario
implica un defecto, que se extiende desde el agujero incisivo a través del paladar blando
hasta la uvula. En contraste, una hendidura del paladar primario involucra la zona del
paladar que se ubica anterior al agujero incisivo, y que se extiende hasta el proceso
alveolar. El paladar hendido completo involucra tanto el paladar primario como el

secundario (48).

4.3.1. Epidemiologia

Para todas las hendiduras orofaciales, en términos generales, existe mayor riesgo
para la poblacion asiatica y nativos americanos (0.82 - 4.04 por 1000 NV), mientras que
las tasas mas bajas se observan en poblacion afrodescendiente (0.18 — 1.67 por 1000
NV), y tasas intermedias en la poblacion caucasica (0.9 — 2.96 por 1000 NV) (51). En el
estudio liderado por la OMS, en 2011, se reportd una prevalencia general para el CL+P
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de 9.92 por 10,000 NV. Para el CL fue de 3.28 por 10.000 NV y la del CL+P fue 6.64 por
10.000 NV. La evaluacion por areas geograficas, evidencio que, en Japon, México-
América del Sur, Europa Occidental y Canada se presentd una prevalencia
estadisticamente mas alta que la estimacion general (9.92 por 10.000 nacimientos);
mientras que los registros en Europa del Este, Europa del Sur del Mediterraneo y
Sudafrica presentaron una prevalencia estadisticamente mas baja (3).

La prevalencia del CL+P también varia segun el sexo y el patrén de la hendidura.
El predominio masculino se ha identificado consistentemente en el CL+P, con una
proporcion de hombres/mujeres de 1.81. Mientras que el CP tiene un comportamiento
contrario, con una proporcion hombres/mujeres de 0,93 (51). Los hombres con CL+P
tienen hendiduras mas graves que las mujeres, y el CL+P familiar suele ser menos grave
que los casos esporadicos. Sin embargo, la prevalencia en los hombres es menor para
las formas sindromicas, mientras que la incidencia de CL*P sindromico en las mujeres
es mayor cuando el padre tiene mas de 40 afios (52). Las causas de esta diferencia son
desconocidas, pero las interacciones entre los efectos genéticos y sexuales
probablemente contribuyen con el dimorfismo por sexo del CL+P. Al respecto Carlson et
al. (53) por medio de analisis de todo el genoma, y de las interacciones gen/sexo de una
poblacién multiétnica de hendiduras orofaciales identificaron alelos de riesgo sexo-

especificos para el CL+P NS.

4.3.2. Lateralidad de las hendiduras

Como ya se menciond, las hendiduras orofaciales pueden ser unilaterales o
bilaterales. Segun la base de datos internacional perinatal de hendiduras orales tipicas
(IPDTOC), la proporcién de casos bilaterales es del 10,3% para el CL y del 30,2 % para
el CL+P. Entre los casos unilaterales, el 36.9 % de CL y el 41.1 % de CL+P ocurren en
el lado derecho, lo que sugiere que los casos unilaterales de CL+P ocurren con mayor

frecuencia en el lado izquierdo, incluso esta diferencia puede llegar al doble (3).
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La dismorfologia segun la severidad de las hendiduras esta asociada con la
severidad del fenotipo en términos de otras malformaciones, Gallagher et al. (54).
identificaron que el CL+P bilateral, asi como las hendiduras que involucran el paladar
presentan el doble de probabilidades de tener un sindrome cuando se compara con CL
aislado. Adicionalmente, el CL+P bilateral y el CL+P derecho tienen mas probabilidades
de presentar un sindrome, asi como, el CL+P NS del lado derecho tiene mayor riesgo de
presentar otras malformaciones. Estas diferencias en los resultados asociados con la
lateralidad de las hendiduras sugieren que las hendiduras del lado derecho pueden tener

una etiologia distinta (3).

4.3.3. Etiologia del labio * paladar hendido

La etiologia del CL+P aun no se comprende por completo. Desde hace varios
afios se ha sugerido la interaccidon de algunos factores ambientales, y la exposicion a
ciertas condiciones locales, tales como deficiencias nutricionales durante el embarazo y
alteraciones uterinas fisicas en las madres gestantes. Los factores ambientales que
pueden alterar gravemente el desarrollo del feto, y que se han asociado con la aparicion
de las hendiduras orofaciales incluyen: la edad de los padres (55), el uso de
medicamentos como corticosteroides o anticonvulsivantes, el tabaquismo, y el consumo
de alcohol durante el embarazo (56).

En algunos casos, se sugirié que la enfermedad materna especialmente el asma
aumentaba las posibilidades de CL+P (57), mientras que las complicaciones metabdlicas
o nutricionales como la obesidad, la falta de acido folico en la dieta (58) y la desnutricion
o la diabetes también pueden estar relacionadas (59). El mecanismo mediante el cual
los genes estan expuestos a ciertas condiciones del medio, y como estas pueden
contribuir al desarrollo del CL+P aun no esta completamente claro, lo que constituye un

topico de particular interés para investigar.
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4.3.4. Etiologia del labio * paladar hendido sindréomico

El CL+P sindrémico posee patrones de herencia mendeliana, los genes implicados
producen tanto la anomalia orofacial, como otras alteraciones. Se han reportado
alrededor de 300 sindromes asociados a CL+P (50).

Las causas de los sindromes que generan malformacién generalmente se dividen
en tres categorias: 1) anomalias cromosémicas y reordenamientos gendmicos, 2)
trastornos mendelianos o de un solo gen, y 3) interacciones complejas de factores
genéticos, ambientales y estocasticos, antes referidos como multifactoriales. Debido a
que los teratdogenos interrumpen la morfogénesis embrionaria y fetal normal, y pueden
interactuar con factores genéticos predisponentes, los factores ambientales siempre se
deben considerar dentro de las causas de los sindromes con CL+P. Los factores
genéticos conocidos suelen ser raros, y causales. La variabilidad de la expresion y la
penetrancia incompleta también son caracteristicas de estos fenotipos (61).

En los ultimos afos, se ha avanzado en la caracterizacion de las alteraciones
genéticas relacionadas con sindromes asociados con hendiduras orofaciales. Estos
incluyen la identificacion de mutaciones en el gen del factor regulador del interferén 6
(IRF6) como la causa del sindrome del sindrome de Van der Woude, y el gen del receptor
1 relacionado con el polio virus (PVRL-1) como el causal de la displasia ectodérmica

autosomica recesiva, entre otros (62).

4.3.5. Etiologia del labio * paladar hendido no sindréomico

La causa principal del CL+P NS muestra una interaccién compleja entre factores
genéticos y ambientales. Multiples genes se han relacionado con el riesgo de presentar
CL+P NS, pero difieren entre poblaciones étnicas, y familias; es decir, tiene patrones de
herencia poligénica. Los genes que se han estudiado son genes candidatos, es decir
genes que han sido detectados en fisuras sindrémicas y que podrian contribuir con la
etiologia del CL+P NS (63).
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Los estudios de asociacion de genoma completo (GWSA, por su sigla en inglés) y
el exoma, asi como los estudios de secuenciacion de genes candidatos han investigado
los efectos de varios genes, variantes genéticas raras, y modificadores de genes en la
aparicion de CL+P NS (54, 64, 65). Ademas, hay evidencia de que los factores
ambientales tienen un papel importante en su etiologia. Se han identificado interacciones
especificas de genes-ambiente (2, 66). Sin embargo, la asociacion entre la exposicién a
factores medio ambientales tales como el consumo de alcohol y el tabaco con factores
genéticos, y la presentacion de hendiduras orofaciales NS que se consideraba era alta,
actualmente se cuestiona debido a las revisiones sistematicas y metaanalisis de la
evidencia acumulada, limitando el alcance de estas asociaciones a poblaciones
especificas (67, 68). Los GWSA han reportado cerca de 37 loci de riesgo genético para
CL+P NS que solo pueden describir una pequefia fraccion de heredabilidad (69, 70). Una
parte considerable de loci informados explica sus efectos en diferentes grupos de
poblaciones, pero la fuerza de asociacién para una variante unica entre poblaciones
difiere como resultado de la heterogeneidad del locus (71).

Adicionalmente, las frecuencias de alelos de riesgo también muestran tasas de
prevalencia variables para CL+P NS en diferentes poblaciones que colectivamente
representan solo el 20% a 25% de la heredabilidad de CL+P NS (72). También, se deben
tener en cuenta las variantes raras de baja frecuencia, y otros factores de respuesta o
modificadores genéticos, asi mismo se necesita mas investigacion para comprender el
concepto de umbral multifactorial (interaccion gen-ambiente) de etiologia compleja y
penetrancia variable asociada a las hendiduras orofaciales, y los mecanismos biolégicos
por los cuales las variantes comunes relacionadas afectan el desarrollo craneofacial
normal (62).

Estudios anteriores a los analisis GWAS informaron varios genes candidatos
asociados con las hendiduras orofaciales NS, incluidos FGFR1, FGFR2, CRISPLD2,
SUMO1 y TFGP entre otros. Los GWSA han llevado al descubrimiento de al menos 43
genes/loci asociados con CL+P NS, con variantes genéticas en loci del gen IRF6 que
muestran la asociacion mas fuerte con el CL+P NS entre diferentes poblaciones (63), asi
como el polimorfismo de nucleétido unico (SNP, por su sigla en inglés) en el gen FOXE1
(73). Actualmente los estudios se enfocan en identificar subtipos de hendiduras
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orofaciales NS utilizando factores genéticos y sus ontologias funcionales, de esta forma

se podra orientar el diagndstico y tratamiento en el futuro (64).

4.4. Limitaciones del tratamiento quirurgico del CL * P

El tratamiento del CL+P es complejo, y demanda la intervencién de un equipo
multidisciplinario. Es necesario realizar multiples reconstrucciones quirurgicas, con el
proposito de restaurar la forma, la funcion, y la estética facial (7). Una consideracion
importante del tratamiento quirurgico es la de respetar el crecimiento craneofacial en los
pacientes pediatricos, debido a que el tratamiento y la misma malformacién se han
relacionado con la inhibicion del crecimiento maxilofacial. Posterior a las cirugias
reconstructivas del labio y el paladar, los efectos no deseados mas comunes incluyen la
hipoplasia y/o retrusion maxilar y las deformidades del arco dental, de acuerdo con la
gravedad de las deformidad original (75). En el caso de la reconstruccién quirurgica del
paladar, en el 10% a 30% de los casos no se logra el cierre completo entre la cavidad
nasal y oral, y se requiere de una nueva intervencion (76). Actualmente, ningun protocolo
quirurgico disponible puede evitar por completo estas complicaciones postoperatorias
(77).

En el CL+P, los musculos del paladar blando y el labio se reducen en masa, lo que
dificulta la recuperacién funcional después de la cirugia. Ademas, la reconstruccién
quirurgica induce fibrosis, la cual limita la regeneracion muscular y su funcioén en el habla,
la deglucion y la estética facial. La fibrosis representa un exceso patoldgico del proceso
normal de reparacion de tejidos, de igual forma las condiciones especificas de los
musculos hendidos pueden comprometer la regeneracion muscular después de la
reparacion quirurgica (78).

De otra parte, con el propdsito de mejorar el soporte de los labios y la estética
facial, ademas de facilitar la erupcion dental, asi como el tratamiento de ortodoncia y/o la
rehabilitacion protésica se indican los injertos 6seos alveolares (79). El injerto éseo
autélogo de cresta iliaca, se considera el estandar de oro del reemplazo éseo para las
hendiduras orofaciales, porque proporciona células osteogénicas, asi como los factores

esenciales necesarios para la curacion y regeneracion ésea (11). Sin embargo, este
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tratamiento presenta inconvenientes como la disponibilidad limitada en los sitios
donantes, ademas, de comorbilidades del sitio donante, tales como dolor postoperatorio
(93%), trastornos en la marcha (92.5%) (80), parestesia, infeccion y cicatriz antiestética
(81), y en el sitio receptor el injerto puede fallar por falta de unién que puede ser hasta
del 69% (82), y reabsorcion 6sea que puede ser hasta del 50% del volumen inicial (83).
En resumen, la funcién y la estética mejoran de manera importante con la
reconstruccion quirurgica, pero los problemas funcionales pueden persistir debido a la
regeneracion muscular incompleta, la fibrosis y fallas en la integracion del tejido 6seo
injertado. Por lo tanto, alternativas que mejoren el resultado de la cirugia reconstructiva,

tales como las estrategias de las terapias avanzadas son deseables.

4.5. Terapias avanzadas y medicina regenerativa

Las terapias avanzadas incluyen estrategias biotecnoldgicas tales como la terapia
geénica, la terapia celular y la ingenieria de tejidos (TE, por su sigla en inglés) que utilizan
la medicina regenerativa, un campo interdisciplinario emergente de investigacion, y las
aplicaciones clinicas orientadas en la reparacion, reemplazo o regeneracion de células,
tejidos y érganos para restaurar la funcion deteriorada resultante de cualquier causa,
incluidos defectos congénitos, enfermedades, traumas y envejecimiento (84).

La terapia celular y la TE emplean células diferenciadas o células madre de
diversos linajes, las cuales exhiben diferente capacidad terapéutica dependiendo de la
fuente de la que fueron aisladas. Las células son entidades complejas, capaces de
integrar senales del entorno, y de traducir respuestas precisas de acuerdo con los
estimulos recibidos. Cuando se usan como agentes terapéuticos, las células pueden
ejercer modos de accion avanzados, tales como migracion, acumulacién en areas
especificas, produccion a demanda de factores paracrinos o sistémicos, proliferacién o
apoptosis en respuesta a la carga de la enfermedad y la regeneracion de tejidos, a
diferencia de los tratamientos convencionales (85,86).

Las células madre se utilizan ampliamente en medicina regenerativa debido a su
capacidad de proliferacién (autorrenovacién) in vivo y ex vivo, su potencial de

diferenciacién, asi como a los protocolos de expansion y aislamiento establecidos que
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promueven un alto grado de pureza y funcionalidad cuando se aplican in vivo. Las células
madre adultas, entre ellas las MSC se obtienen de una variedad de tejidos donantes, se
han caracterizado, y expandido, y actualmente se aplican en procedimientos de
trasplante (87). Sin embargo, aun existen limitaciones respecto a la cantidad de tejido
que se logra extraer del donante, y la capacidad de expansion restringida de las células
aisladas. Asu vez, la variabilidad en el potencial regenerativo de las poblaciones de MSC
puede estar relacionada con el impacto del “nicho de células madre” en el destino celular,
donde intervienen la variabilidad genética y/o alteraciones epigenéticas (88).

Otro recurso de la medicina regenerativa son las células madre pluripotentes
inducidas (iPSC, por su sigla en inglés). Hasta ahora su uso no se ha difundido debido a
que presentan inestabilidad genética y mutaciones a causa de la reprogramacion; por lo
tanto, aun no se consideran un producto completamente confiable para uso clinico. Sin
embargo, ya se reporto el primer trasplante alogénico para tratar la degeneracion macular
(89).

Las mucosas bucales han demostrado ser una fuente apropiada de células para la
medicina regenerativa, a la cual se accede facilmente por medio de procedimientos
minimamente invasivos, y sin generar problemas estéticos como ocurre en otros sitios
anatémicos (26). Especificamente, los fibroblastos de las mucosas bucales son células
con caracteristicas fenotipicas deseables, capaces de adoptar una variedad de destinos
alternativos en respuesta a diversos factores extrinsecos, condiciones que hacen de
estas células un recurso interesante para las terapias avanzadas, y la regeneracion de

los tejidos blandos y mineralizados craneofaciales (90).

4.6. Terapias avanzadas en el tratamiento de CL * P no sindrémico

Desde la década de los 90 se reporta la aplicacion clinica de la TE para reparar los
tejidos craneofaciales con resultados muy buenos; por ejemplo, los sustitutos hibridos de
mucosa bucal en casos de cirugia peri-implantar, preprotésica, vestibuloplastias,
microsomia hemifacial y anquiloglosia, asi como en defectos extensos de la mucosa
bucal (91 - 96). Posteriormente, Sumi et al. (97) realizaron un ensayo clinico, en el cual
emplearon aloinjertos epiteliales para reparar tejido mucoperiéstico posterior a la
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palatoplastia convencional en pacientes con CL+P como un apdsito bioldégico temporal
para acelerar la epitelizacidn y la cicatrizacion de la herida con buenos resultados clinicos.

Por su parte, Liu et al. (16), en 2008 reportaron un estudio de casos y controles,
en el que compararon los resultados histoldégicos de sustitutos de mucosa bucal
derivados de células del paladar de individuos sanos, y con CL+P. Los resultados
indicaron que, los tejidos de TE fueron similares a los tejidos sanos a nivel molecular, con
algunas diferencias histolégicas para los tejidos de CL+P. Estos resultados permitieron
evidenciar la capacidad de las células de los defectos de CL+P para regenerar una
mucosa palatina similar a la normal a pesar de las posibles variaciones genéticas vy
fenotipicas. Con el mismo enfoque, Franco et al. (17) reportaron la aplicacién de un
equivalente mucoepitelial a partir de células autélogas de un defecto de CL+P, con el cual
se logré disminuir el defecto osteo-mucoso, ademas de un adecuado proceso de
cicatrizacion, confirmando el potencial regenerativo de las células aisladas de la mucosa
palatina de defectos de CL+P.

Asi mismo, a partir de la década del 2000, se implementa el enfoque de la TE con
el proposito de mejorar los resultados del injerto 6seo autélogo en la reconstruccion de
defectos CL+P con el uso de plasma rico en plaquetas (PRP), plasma rico en factores de
crecimiento, y plataformas dérmicas acelulares (98 - 100). Los avances mas recientes
de la aplicacion de la TE para las hendiduras craneofaciales se resumen en la revision
sistematica y metaanalisis realizado por Kamal et al. (101) donde se demuestra, que los
sustitutos 6seos disenados por TE son tan efectivos como el hueso autélogo para reducir
el volumen de la hendidura, por lo tanto, esta estrategia se convierte en una opcion viable
para eliminar la necesidad de un segundo procedimiento quirurgico y la morbilidad
postoperatoria asociada.

Actualmente, las investigaciones clinicas estan orientadas en la implementacion
de la terapia celular para el tratamiento de CL+P. Por ejemplo, Mazzetti et al. (15),
realizaron un estudio de casos y controles, en el cual emplearon la inyeccion de células
madre autdlogas de corddén umbilical (UCMSC, por su sigla en inglés), y sangre de
placenta para favorecer la cicatrizacién de las heridas quirdrgicas. Como resultados
importantes informaron la disminucion del proceso inflamatorio, formacién de cicatrices

menos hipertréficas en el labio, y menos fibrosis entre el paladar duro y blando sin
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formacion de fistulas o dehiscencias, sin embargo, en la zona alveolar no se logré la
formacién de hueso.

Un estudio similar fue realizado por Garcia et al. (102), quienes también emplearon
UCMSC autologas para el manejo quirurgico tanto de los defectos 6seos como de los
tejidos blandos en una paciente con CL+P primario unilateral. La evaluacién radiografica
posquirurgica a los 18 meses, y a los 5 anos con tomografia computarizada evidencio la
erupcion de los dientes adyacentes a la hendidura, y una altura alveolar adecuada; sin
embargo, es necesario validar los resultados de formacidon 6sea secundaria al implante
de las UCMSC debido a que unicamente con la gingivoperiostioplastia se ha estimado
una tasa de formacion ésea del 53% al 61% en hendiduras bilaterales y unilateral
respectivamente (103). De otro lado, la inyeccion directa de células madre en el sitio de
la herida no siempre es efectiva ya que aun, se presentan desafios relacionados con la
viabilidad celular, la cual puede disminuir dependiendo de la manipulacion. Ademas, las
células pueden migran a sitios diferentes al de implantacién, o no se adaptan al nuevo
nicho al generarse un microambiente proinflamatorio y oxidativo, sumado a un flujo
sanguineo limitado de la herida (104, 105).

Ahora bien, los ensayos preclinicos mas recientes proponen diferentes estrategias
en el disefio de dispositivos con biomateriales en sistemas de cultivos celulares 3D, para
mimetizar los tejidos y 6érganos normales. Adicionalmente, los avances en la impresion
3D de plataformas bioreabsorbibles impulsan el desarrollo de la medicina personalizada

para el tratamiento del CL+P.

4.7. Los fibroblastos: células con potencial regenerativo

Los fibroblastos, principales células del estroma en los tejidos y &rganos,
actualmente se consideran un componente central y versatil en la biologia de los
tejidos. La funcion principal de los fibroblastos es la sintesis de la ECM, ademas de
mantener la homeostasis a través de la interaccion ECM-célula, célula-célula y la
secrecion de quimiocinas/citocinas (106). Los fibroblastos también estan intimamente
relacionados con el sistema inmune innato, perciben sefiales ambientales, y se

comunican entre si para promover respuestas adecuadas para eliminar agresiones y
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restablecer el equilibrio. Ademas, participan en la cicatrizacion de heridas y la
regeneracion de tejidos (107, 108); a esto se suma, el papel que juegan en la inflamacion
y la angiogénesis, asi como en la progresion del cancer, la metastasis y la fibrosis de
organos (19, 110).

En los tejidos normales los fibroblastos tienen minima actividad proliferativa, pero
metabdlicamente son activos y apoyan la produccién de ECM, por lo que se les considera
células quiescentes o en estado de reposo. Los fibroblastos residentes comparten
caracteristicas similares con las MSC, como su capacidad para adherirse al plastico en
condiciones de cultivo estandar, la capacidad de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos
o condroblastos in vitro (111,112), y la expresion de los marcadores CD73, CD90 y
CD105, asi como la falta de expresién de CD34, CD45, CD14 o CD11b, CD19 o CD79a
y HLA-DR (113). Ademas, comparten propiedades inmunomoduladoras, tales como la
supresion de la proliferacion de células T y la modulacion del inmunofenotipo de
macrofagos (114).

La caracteristica principal de los fibroblastos consiste en su capacidad de
responder a las citocinas y a las sefales fisicas de la ECM, adoptando un fenotipo
secretor y migratorio, por lo tanto, crean un nicho adecuado para si mismos y para las
células vecinas. Una vez activados los fibroblastos modifican la arquitectura del tejido,
amplifican su activacion, proliferacion y reclutamiento de células (115, 116).

Los fibroblastos se originan en diferentes tejidos y sitios anatomicos y se
comportan como subpoblaciones fenotipica y funcionalmente heterogéneas. Estas
diferencias estan relacionadas con su microambiente bioldgico y fisico que establece una
"identidad" o "memoria posicional" determinada por la expresion de genes HOX, la cual
retienen las células incluso en cultivo (117). Al respecto, Foote et al. (118) mediante el
uso de la tecnologia de secuenciacion de RNA (RNAseq, por su sigla en inglés)
demostraron en siete grupos de fibroblastos humanos aislados de diferentes sitios
anotomicos, tales como las cuerdas vocales, la traquea, el pulmon, el abdomen, el cuero
cabelludo, el tejido gingival y el paladar blando en condiciones de normalidad la expresion
de diferentes programas genéticos. Estos hallazgos respaldan una heterogeneidad

global del desarrollo, y explica la heterogeneidad del fenotipo de los fibroblastos.
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Por su parte, el grupo de Loh et al. (119) mapeo el linaje mesodérmico de los
fibroblastos humanos durante el desarrollo, utilizando RNAseq de una sola célula y de
esta manera confirmo, que el principal progenitor de los fibroblastos primarios son las
células mesenquimales que derivan de la EMT. Este proceso esta dirigido por factores de
senalizacion pleiotropicos que inducen la expresion de factores de transcripcidon
especificos de la EMT, entre ellos Snail, Zeb y Twist, micro RNAs y reguladores
epigenéticos y postraduccionales. En la vida postnatal, estos factores de transcripcidon
también intervienen en procesos como la curacion de heridas, la fibrosis y la metastasis
del cancer (120, 121). Ademas, el estrés tisular o la inflamacién pueden estimular la
transicion endotelio mesenquimal y originar fibroblastos y miofibroblastos que participan
en la curacion de heridas o en el desarrollo de enfermedades fibroticas (122,123).

Igualmente, la activacion de los fibroblastos se relaciona con los fibrocitos. Estas
células se definen como células hematopoyéticas productoras de colageno (Col) que se
originan a partir de precursores de monocitos circulantes en condiciones apropiadas. Los
fibrocitos tienen caracteristicas inmunolégicas como los macrofagos, asi como la
capacidad de reparar la ECM de forma similar a los fibroblastos. El analisis fenotipico de
los fibrocitos mediante citometria de flujo y estudios de expresion génica, revelaron la
presencia de caracteristicas estromales y mieloides, con capacidad para la ejercer
funciones de homeostasis durante la curacion de heridas, y de remodelar la ECM en
condiciones inflamatorias; esto es diferente a la funcion de sintesis de ECM de los
fibroblastos primarios (124).

En relacién con el origen de los fibroblastos de la region craneofacial, Kerosuo et
al. (125) confirmaron que los fibroblastos craneales derivan de las células multipotentes
de la cresta neural. Este grupo de células, tiene la capacidad de diferenciarse en linajes
ectodérmicos y mesodérmicos, ademas de su heterogeneidad desde las primeras etapas
de desarrollo, lo anterior puede explicar el alto grado de plasticidad para los fibroblastos
derivados de la cresta neural (126).

Por su parte, Goodnough et al. (127) y Yoshida et al. (128) demostraron el doble
origen embrionario de la dermis craneofacial: la dermis facial deriva de las células de la
cresta neural, mientras que, la dermis craneal se origina del mesodermo cefalico y

paraxial. Asi mismo, Isaac et al. (129), por medio de dos modelos diferentes de Cre-
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recombinasa comprobaron que los fibroblastos gingivales humanos (hGF, por su sigla en
inglés) derivan especificamente de células de la cresta neural, y que los fibroblastos de
la mucosa de revestimiento (hLMF, por su sigla en inglés) corresponden a una poblacion
mixta, de tal forma, que el 40% de las células proviene del mesodermo y el 60% de las
células de la cresta neural. Ademas, identificaron que la contribucién de las células de
las cresta neural es relativamente estable durante el desarrollo embrionario, y hasta la
edad adulta, asi mismo, lograron establecer la participacion del mesodermo paraxial en
el suministro vascular de las membranas de la mucosa bucal. Estos resultados confirman
estudios previos en humanos (130, 131).

En conclusion, segun el origen, y el sitio anatdomico, las subpoblaciones de
fibroblastos retienen perfiles especificos de expresién génica durante el desarrollo y en
los tejidos adultos. Este hecho, se traduce en diferencias en el tamafio celular, la tasa de
proliferacion, la funcién inmunomoduladora, la producciéon de componentes de la ECM,
la expresion de moléculas de adhesion, metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMPs, por su sigla en inglés), y de inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs,
por su sigla en inglés), ademas de la expresién de factores de crecimiento. De esta forma,
los fibroblastos exhiben diferentes programas de transcripcidon controlados por
modificaciones epigenéticas y senales locales incluso dentro de un mismo tejido
(132,134).

4.8. Fibroblastos de la mucosa masticatoria

Las subpoblaciones de fibroblastos de la mucosa masticatoria humana aun no se
han caracterizado ampliamente, como ya se realizé por ejemplo con los fibroblastos de
la piel, por lo tanto, identificar las subpoblaciones de fibroblastos en las mucosas bucales,
y comprender sus caracteristicas funcionales es esencial debido al papel que
desempenfian en la biologia del sistema estomatognatico, asi como su potencial uso en
terapias avanzadas. Adicionalmente, la literatura denomina de manera general a las
células derivadas de la mucosa masticatoria, es decir: encia marginal, encia adherida,
encia libre y mucosa palatina “fibroblastos gingivales”, término que se adopta en el resto
del documento para hacer referencia a los fibroblastos aislados de la mucosa palatina.
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Hasta el momento se han adelantado pocos estudios que comparen los hGF con
hLMF y/o con fibroblastos dérmicos humanos (hDF, por su sigla en inglés). Por ejemplo,
el estudio de Miyoshi et al. (135) reporto el primer perfil comparativo de las firmas
genéticas de los fibroblastos hLMF por medio de microarreglos, analisis de agrupamiento
de anotaciones funcionales y el analisis de vias. Los hLMF se caracterizaron
principalmente por una alta expresion de marcadores de cresta neural craneal, y una baja
expresion de genes HOX distintivos de los hDF. Los resultados del analisis de vias
indicaron que tanto las vias de reconstruccién de tejidos, las vias proliferativas, asi como
las vias de sehnalizacion estan activas en los hLMF, mientras que los genes relacionados
con la senescencia en la via de p53 estan inactivos. Aunque el nivel de expresion de p53
en si mismo fue similar en hLMF y hDF, los genes involucrados en la senescencia
inducida por p53 o por estrés tuvieron una baja expresién en hLMF. Adicionalmente, la
expresion de algunos genes reguladores anti senescencia fue mayor en hLMF que en
hDF. Estos hallazgos sugieren que los hLMF exhiben no solo una mayor plasticidad, sino
también una mayor longevidad en comparacion con los hDF.

Las caracteristicas distintivas de los hLMF en relacion con los hDF incluyen: una
alta expresion de genes de glucoproteinas, genes implicados en la sefalizacion, la ECM,
y proteinas receptoras de membrana. La combinacion de estos grupos altamente
enriquecidos en hLMF puede mejorar el potencial de respuesta a eventos invasivos, o la
inflamacioén. Ademas, el estudio revelo que el factor de crecimiento transformante (2
(TGFB2) y las proteinas SMAD2 y SMAD3 estaban altamente expresadas, pero no el
factor de crecimiento transformante 3 (TGFB3) hecho que puede estar relacionado con
un mejor potencial en la curacion de heridas por parte de los hLMF (126).

Un estudio similar fue realizado por Ebisawa et al. (137), en este caso investigaron
la expresion diferencial de genes en hDF de la piel facial, y hGF de la zona posterior del
vestibulo por medio de microarreglos de DNA. De 5284 genes evaluados, el 5% (278
genes) mostraron diferencias significativas en los niveles de expresion. Por su parte, el
analisis de ontologia génica (GO, por su sigla en inglés) mostro diferencias significativas
en genes relacionados con la ECM, la actividad oxidorreductasa, la actividad de
citoquinas y genes relacionados con factores de crecimiento. Los genes que se

expresaron preferentemente en hGF incluyen el factor de crecimiento similar a la insulina-
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2 (IGF2), la superoxido dismutasa 3 extracelular (SOD3) y glypican-3 (GPC3) entre
otros. A diferencia de la expresion de la metalopeptidasa 12 de matriz (MMP-12), la cual
fue mas evidente en hDF que en hGF.

Los factores de crecimiento similares a la insulina ejercen efectos autocrinos y
paracrinos sobre la proliferacién, la migracion y la supervivencia de los fibroblastos (138).
Debido a que este factor es altamente expresado en hGF puede explicar en parte las
caracteristicas de la mucosa masticatoria relacionadas con la curacion de heridas que se
explican mas adelante. Por su parte, la metalopeptidasa 12 de matriz degrada la elastina
(EL) la cual se expresa preferentemente en hDF, principalmente durante la remodelacién
de la ECM en procesos fisioldgicos como el desarrollo embrionario, la reproduccién y la
remodelacion de tejidos. La baja expresidon de esta proteina en hGF puede explicar la
cantidad minima de EL presente en la ECM de la mucosa masticatoria (139).

Respecto a la superdxido dismutasa, esta pertenece a una clase de enzimas que
catalizan la dismutacion del superdxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno, en
consecuencia, se consideran parte del sistema de defensa contra el estrés oxidativo en
la mayoria de las células. Las mucosas bucales estan normalmente expuestas a diversos
estimulos nocivos del medio ambiente como alimentos y microorganismos, por lo tanto,
la mayor expresion de esta enzima en hGF protege a las células y los tejidos del estrés
oxidativo (140).

Como ya se menciond, Foote et al. (118) compararon hGF vy fibroblastos de
cuerdas vocales humanas (hVFF, por su sigla en inglés). Con el uso de la tecnologia de
RNAseq lograron identificar que los hVFF frente a los hGF expresaron 874 genes
diferencialmente; de estos 508 genes estaban regulados positivamente, y 366 de forma
negativa en hVFF. En términos de componentes celulares, el analisis de GO identificd
una alta expresion en componentes integrales de la membrana plasmatica interna y
externa, asi como del complejo de receptores del factor de crecimiento transformante 3
(TGFB): LPAR1, PCDH18, TM4SF1, TGFBR2, FGFR1 en hVFF. Otro hallazgo importante
corresponde a la expresion génica aumentada de la enzima acido hialurénico sintasa
3 (HAS3) en los hGF en comparacién con hVFF. Esta enzima esta asociada con la
proliferacion celular durante la curacion de heridas, y una formacién minima de cicatriz,

caracteristicas bien conocidas para la mucosa masticatoria (141).
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La mayor expresion de genes que se relacionan con mejores propiedades en la
curacion de heridas de los hGF, tiene que ver con proteinas estructurales adhesivas de
la ECM, asi como genes que codifican para el desensamblaje de la ECM, tales como el
Col1A1, osteonectina y la trombospondina 1 (THBS17). Especificamente, durante la etapa
adulta la funcién de la osteonectina se relaciona en gran medida con la remodelacién de
los tejidos durante la homeostasis, y la curacidn de las heridas, mediante la inhibicion del
ciclo celular y la modulacion de las propiedades adhesivas que modifican la morfologia
celular (142).

4.9. Fibroblastos gingivales humanos, ECM y mecanotransduccion

La ECM es un modulador critico del fenotipo y el comportamiento de las células a
través de la activacion o supresion de las vias de sefalizacion intracelular. Los
componentes de la ECM se unen e interactuan entre si y con los receptores de adhesion
celular crean una red tridimensional dinamica y compleja. Las mucosas bucales enfrentan
una carga alta de estrés fisico durante la masticacién de los alimentos, para prevenir el
dano epitelial secundario estas regiones de la boca se han especializado en protegerse.
Por consiguiente, la mucosa masticatoria posee un sistema organizado de fibras de Col
y otras moléculas de ECM para producir un tejido firme y rigido que pueda soportar la
presion de las fuerzas fisicas (143,144).

Al respecto, Glim et al. (145) evaluaron la presencia y ubicacion de varios
componentes de la ECM en la mucosa masticatoria humana comparandola con la piel
abdominal en condiciones de homeostasis, por medio de inmunohistoquimica. Las
proteinas colageno tipo 1 (Col1), colageno tipo 3 (Col3), acido hialurénico (HA) y
tenascina-C (TNC) se expresaron igualmente en la piel abdominal y la mucosa
masticatoria. La fibronectina (FN), la variante de empalme de la fibronectina que contiene
el extra- dominio A (ED-A FN) y el sulfato de condroitina, se expresaron mas en la mucosa
bucal que en la piel. En contraste, la EL se encontré significativamente elevada en la piel,
mientras que en la mucosa masticatoria se observaron niveles mas bajos. Estos

hallazgos se relacionan con los resultados del estudio de Ebisawa et al. (137) el cual
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demostré la baja expresion de MMP-12 una metaloelastasa involucrada en la
remodelacion de los tejidos, como ya se menciono.

Asi mismo, el estudio histolégico de Ciano y Beatty (146) confirma la escasa
presencia de EL en las regiones anterior y laterales de la mucosa palatina, lo cual
respalda el mantenimiento de la rigidez tisular en estas zonas en comparacion con otros
sitios de las mucosas bucales. La presencia o ausencia de EL determina la expresion de
queratinas de manera especifica en los tejidos. Las queratinas 1 y 10 estan presentes
exclusivamente en el epitelio queratinizado, mientras que las queratinas 4 y 13 solo estan
presentes en el epitelio no queratinizado (147). Por otra parte, las fibras elasticas de
oxitalan y elaunina son mas prominentes en la mucosa bucal en comparacion con la piel,
tanto el oxitalan como la elaunina consisten en microfibrillas de fibrilina, pero solamente
las fibrillas de elaunina incorporan EL en pequefias cantidades. Las fibras de oxitalan
también se expresan en tejidos sometidos a estrés mecanico como la mucosa
masticatoria y tienen un papel similar al de la EL (145). Respecto a las proteinas de
adhesion como la FN y la ED-A FN, estas se encuentran en mayor cantidad durante en
la curacion de heridas, que en la piel sana favoreciendo la quimiotaxis, y la migracion
celular a los sitios de la lesion facilitando asi la reparacion de las heridas (148).

Por su parte, el adhesoma incluye estructuras tales como las adherencias focales,
complejos focales, adherencias fibrilares, podosomas y adherencias reticulares,
componentes clave en las interacciones célula-ECM. Estas estructuras son heterogéneas
y varian en su morfologia, tamano, distribucion, dinamica y en sus componentes
moleculares (149). Al respecto, Guo et al. (150) compararon las proteinas del adhesoma
presentes en cultivos primarios de hGF y una linea celular de hDF. Los hGF frente a los
hDF mostraron una expresion génica reducida de integrinas (ITG) a2, o4, y de la quinasa
de adhesion focal (FAK). De acuerdo con estas observaciones los hGF tienen menor
capacidad de adhesion, y propagacion tanto en la FN como en el Col1. Ademas, los hGF
exhiben menos adherencias focales concomitante con niveles mas bajos de fosforilacion
de FAK, lo cual refleja una capacidad reducida de sefializacién adhesiva, que se traduce
en una menor capacidad para formar adherencias focales rapidamente, asi como el

citoesqueleto de actina cuando se comparan con los hDF (151).
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Las observaciones anteriores son consistentes con el estudio realizado por
Walraven et al. (152) el cual demostré una expresidn génica significativamente menor de
varias subunidades de ITG que sirven de unién al Col y la FN en fibroblastos de la piel
fetal, tales como las ITG a1, a3, a4, a531 y av5 en comparacion con los fibroblastos de
piel de adulto. Este hecho puede explicar el fenotipo migratorio intrinseco de los
fibroblastos fetales humanos, y de los hGF, que se caracteriza por una baja expresion de
moléculas pro-adhesivas y una adhesion reducida a la ECM.

En general, se ha descrito que los fibroblastos humanos de las mucosas bucales
en cultivos primarios responden menos a la tension mecanica, y a la citocina fibrogénica
TGFB en comparacion con lineas celulares de hDF (153). EI TGFB1 induce la
diferenciacion de hDF a miofibroblastos, lo cual se refleja en la expresién de la proteina
alfa actina del musculo liso (aSMA), sin embargo, no sucede lo mismo en los fibroblastos
bucales. EI TGFB1 sefala a través de la via de las tirosina quinasa no receptoras (Src) o
de las FAK para promover la produccion de Col, y la diferenciacion de miofibroblastos
(154). La sensibilidad reducida al TGF31 que se observa en cultivos primarios de hGF,
en comparacion con las lineas celulares de hDF se puede explicar por la produccion
reducida de endotelinal (ET1) como consecuencia de la expresion disminuida de FAK,
asi como a la menor actividad de Src /FAK en los hGF (155, 156).

Frente al fenotipo profibrético de los fibroblastos de la piel, el fenotipo antifibrético
del hGF se caracteriza entonces por un adhesoma que expresa menor cantidad de
proteinas adhesivas al Col, la FN, y la ED-A FN aumentando su capacidad migratoria.
Ademas, la menor expresion y la actividad reducida de la FAK en los hGF induce una
menor respuesta a la citocina profibrética TGFB1, asi como al estrés mecanico, lo que a
Su vez genera resistencia a la transformacion miofibroblastica del hGF, y de esta manera
promueve la curacion de heridas sin cicatriz (157, 158).

De igual forma, varios estudios in vitro han demostrado como la carga mecanica
altera la expresion génica en fibroblastos residentes de diferentes tejidos, tal como
sucede durante la cicatrizacion de heridas y la fibrosis, dentro de estos se encuentran
varios genes de la ECM. De forma general, los genes de respuesta mecanica en
fibroblastos se pueden clasificar en dos tipos: 1) genes relacionados con la ECM, y 2)
genes relacionados con la inflamacion. El primer grupo incluye genes como el COL (por
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ejemplo, COL I, lll y XII), MMPs (por ejemplo, -1, -3 y =13), TIMPs (por ejemplo, TIMP-
2), TNC, FN, connectina, cistatina, calmodulina y TGFB17; y el segundo grupo incluye
COX-2 y mPGES-1. Otra forma indirecta en la que el estrés mecanico puede regular los
genes de la ECM es a través de la secrecion y activaciéon de TGF, un importante factor
de crecimiento necesario para la diferenciacién de miofibroblastos y la produccion de
ECM, como ya se menciond. El estrés mecanico puede conducir a la liberacién paracrina
de TGFPB de los fibroblastos, o la activacion de TGF preexistente en la ECM de los
miofibroblastos. EI TGFf liberado y activado inducira genes diana como el procolageno
a1 a través de vias de sefializacién clasicas (159).

Usualmente los fibroblastos reaccionan al estrés mecanico mediante respuestas
adaptativas lentas que implican principalmente cambios en la dinamica del citoesqueleto
y la expresion génica. Una de las proteinas del citoesqueleto que participa activamente
en la mecanotransduccion de fibroblastos es aSMA, esta proteina también aumenta a
causa de la tension mecanica que se genera de forma enddgena. En particular, los
fibroblastos responden a los estimulos mecanicos aplicados al sufrir reordenamientos de
actina que a menudo se asocian con una mayor generacion de fuerza contractil (160).

Las principales vias de sefalizacion que regulan el ensamblaje de la actina, la
formacion de fibras de estrés, la expresion de aSMA inducida por la fuerza, y que ademas
median la sefalizacion desencadenada por estimulos mecanicos de manera dependiente
de integrinas en los fibroblastos son las proteinas quinasas activadas por mitégenos, el
calcio (Ca?*), el factor nuclear kappa B y la quinasa dependiente de RhoA. Estas vias
también son activadas por factores de crecimiento y citoquinas, por lo tanto, el estrés
mecanico puede actuar sinérgicamente con estos factores, lo cual resulta en cambios en

la expresion génica de los fibroblastos (161,162).

4.10. Fibroblastos gingivales humanos en la curaciéon de heridas

En general, la respuesta de las mucosas bucales es mas rapida, menos
prolongada en el tiempo e intensa cuando se compara con la piel, lo cual favorece la
formacién minima de cicatrices, o la no formacion de cicatriz durante la curacién de las

heridas (163). La menor presencia de células inmunes, tales como neutrdfilos,
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macrofagos M1y M2, células T y mastocitos, ademas de la ausencia de varias citocinas
inflamatorias como IL23, IL24 e interferones inductores de la respuesta inflamatoria, y
una baja expresion de citocinas proinflamatorias como la IL6 e IL8 contribuye a la
disminucién de la respuesta inflamatoria general, y una menor formacion de tejido
cicatricial (164).

El estudio adelantado por Wang y Tatakis (165) describe el perfil de expresion
geénica de varios genes relacionados con la remodelacién de la ECM durante la curacion
de heridas en la mucosa masticatoria y en la piel por medio de RNAseq, la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (qQRT-PCR, por su sigla en inglés),
inmunohistoquimica y GO. Los resultados evidenciaron que los genes MMP-1, MMP-
2y MMP-10 tienen una expresion significativamente alta en la mucosa masticatoria, sin
embargo, un numero mayor de genes de la familia MMPs presenta alta expresion en la
piel, tales como MMP-1, MMP-3, MMP-10, MMP-12 y TIMP-4. De otra parte, MMP-2 no
se expresa en la piel, y MMP-1 es el gen con la expresion mas alta en los dos tejidos.
El gen SERPINE1 es el unico miembro de los inhibidores de serina proteinasa con alta
expresion en la mucosa masticatoria, diferente de la piel, donde seis miembros de esta
familia de proteinas exhiben una alta expresion (166). Lo anterior indica que la
remodelacion de la ECM de la mucosa masticatoria durante la curaciéon de heridas, es
menos regulada que en la piel.

Adicionalmente, Tarzemany et al. (167) identificaron en cultivos de hGF y hDF que
los hemicanales de la conexina 43 (Cx43) regulan la expresién de genes asociados a la
cicatrizacion de heridas. Estos hemicanales se expresan menos en hGF, que en hDF
(168). La Cx43 es altamente regulada en queratinocitos y hGF durante las primeras
etapas de la inflamacién y formacién del tejido de granulacion, pero su expresiéon aumenta
gradualmente durante las etapas de deposicion y remodelacién de la ECM. La Cx43
regula la expresion de MMP-1-3 y 10, la TNC y el VEGF-A, el cual promueve la
angiogénesis, ademas de regular negativamente la expresion del Col1, aSMA vy la
meromiosina pesada no muscular |IB, moléculas asociadas con la fibrosis. Estas
respuestas celulares involucran las vias de sefalizacion MAPK, GSK3a/B, TGFpB, asi

como los factores de transcripcion proteina activadora 1 (AP1) y Sp1. Por lo tanto, se
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considera que estas vias promueven la curacion rapida de las heridas de la mucosa
masticatoria sin formar cicatrices. (169, 170).

Las heridas en la mucosa de revestimiento producen cicatrices a diferencia de las
heridas en la lengua o en la mucosa masticatoria. En este caso, las discrepancias se
relacionan con la capacidad de diferenciacion de los fibroblastos que residen en las
mucosas bucales al fenotipo miofibroblasto. Los miofibroblastos degradan y reorganizan
la ECM para posteriormente sufrir apoptosis o desdiferenciacion. Este ultimo proceso
aparentemente esta relacionado con la rigidez de la ECM, para que las células regresen
a un fenotipo inactivo (171,172).

En este sentido, Vescarelli et al. (173) compararon la curaciéon de heridas en
cultivos primarios de fibroblastos de mucosa de revestimiento, y en la mucosa
masticatoria. Investigaron el papel de los miofibroblastos los cuales expresan aSMA, asi
como el mecanismo de la autofagia, por medio de inmunofluorescencia, western blot y
gRT-PCR. Los fibroblastos aislados de la mucosa de revestimiento mostraron niveles
basales bajos de expresion de aSMA, lo cual corresponde a una baja cantidad de
miofibroblastos, previo a la herida. Sin embargo, 24 horas después de infringir la herida
fue evidente un aumento significativo en la expresién de aSMA. En contraste, los cultivos
de hGF mostraron niveles basales mas altos en la expresién de aSMA. Estos resultados
estan de acuerdo con estudios previos que sefialan, que los hGF tienen una expresion
constitutivamente elevada de aSMA en comparacién con los hDF (174). Adicionalmente,
los hGF después de la herida mostraron una disminucion en la expresion de aSMA que
no se habia reportado previamente y, ademas, no mostraron modulacion de las vias de
autofagia.

En el mismo estudio, durante el proceso de reparacion de la herida fue evidente
en la mucosa de revestimiento un aumento en la produccién proteinas fibréticas, tales
como aSMA 'y Col1A1, asi como la activacion de las vias de autofagia. Por el contrario,
en la mucosa masticatoria el proceso de autofagia no estuvo involucrado, lo que se
traduce en la no diferenciacion de miofibroblastos, ni la deposicion de colageno. Estos
hallazgos explican el resultado de la curacion de heridas sin formacion de cicatriz de la
mucosa masticatoria, sin embargo, aun falta aclarar mas el papel del hGF o su fenotipo
activado, el miofibroblasto durante la reparacion de las heridas y la homeostasis de la
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mucosa masticatoria. Para comprender su papel, es necesario caracterizar a fondo las
poblaciones de fibroblastos de las mucosas bucales.

Es bien conocido que, el equilibrio entre el fenotipo de fibroblastos profibrético y
anti fibréticos es critico para mantener la homeostasis extracelular. Se ha descrito,
que los hLMF producen mayores cantidades de factor de crecimiento mitégeno de
queratinocitos, y del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) en comparacién con los
hDF, hecho que también puede explicar, porqué las heridas bucales se reparan de
manera acelerada (175). EI HGF tiene un efecto anti apoptatico debido a sus propiedades
mitogénicas, motogénicas y morfogénicas. Ademas, in vitro el HGF participa en la
curacion de heridas e inhibe la EMT promoviendo la apoptosis de miofibroblastos. De
esta forma, la respuesta mejorada en la cicatrizacion de heridas bucales esta relacionada
con la capacidad intrinseca de los hGF y queratinocitos para proliferar y migrar de una
manera mas eficiente en comparacion con los hDF (176).

Al respecto, Dally et al. (177) identificaron una alta transcripcién de HGF y de la
isoforma NK1 (HGF-NK1), asi como una mayor expresién de proteinas que promueven
la proliferacion y migracion de los fibroblastos de las mucosas bucales en comparacion
con fibroblastos de la piel. EI HGF-NK1 interactia con el TGFB1 para regular una
respuesta antifibrética, generando resistencia a la transformacion miofibroblastica de los
hGF. Por el contrario, la isoforma HGF-NK2 estd implicada en la capacidad de
transdiferenciacién hacia el fenotipo miofibroblastico con potencial fibrético, el cual tiene
mayor expresion génica en fibroblastos de la piel.

En cultivo los hGF y los hDF presentan una respuesta proliferativa diferente a la
induccién con el TGFB1, que su vez se relaciona con diferencias en la produccion de HA.
El TGFB1 regula la proliferacibn mediante la sefalizacion de Smad3 en las dos
poblaciones de fibroblastos, sin embargo, los hDF sintetizan mayores niveles de HA en
comparacion con los fibroblastos bucales (178). Adicionalmente, la produccion de HA se
relaciona con las enzimas HAS. La familia de genes HAS consta de tres homodlogos
genéticos (HAS1, HAS2, y HAS3), la caracterizacion de estas enzimas permitio identificar
que los tipos HAS1 y HAS2 producen HA de alto peso molecular, importante para la
adhesidn celular y la inhibicion de la proliferacion celular. Por su parte, la enzima HAS3
produce HA de bajo peso molecular, critico para iniciar cascadas de sefializacion,
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estimular la proliferacion celular, la angiogénesis y la inflamaciéon (141). Al respecto,
Foote et al. (118) también identificaron una alta expresion de RNA de HAS3 en cultivos
primarios de hGF. Esta enzima se expresa en diferentes tipos de células bien conocidas
por su rapida proliferacion celular al momento de la lesion, y la formacion minima de
cicatrices, caracteristicas de los hGF (179).

De forma similar, la investigacion adelantada por Mah et al. (180) proporciona
pruebas relacionadas con el fenotipo antifibrético de los hGF durante la curacion de
heridas. En este estudio, compararon lineas celulares de hGF con lineas celulares de
hDF provenientes de piel de mama y de piel abdominal en cultivos 3D. En estas
condiciones, los hGF lograron contraer una red de Col mas rapido que los hDF. Ademas,
los hGF expresaron consistentemente niveles elevados de mRNA de MMPs involucradas
en la regulacion de la inflamacion, y la remodelacion de la ECM durante la curacion de la
herida. Por el contrario, los hDF mostraron una mayor expresion de mRNA de moléculas
relacionadas con la sintesis de ECM, la sefalizacion del TGF(3, y de genes asociados
con la contractilidad celular como aSMA debido a la transdiferenciacion hacia el fenotipo
miofibroblastico. Adicionalmente, los hGF expresaron niveles mas bajos de la
glucoproteina profibrética de transmembrana CD26/DPP4 que los hDF (181). En la
Figura 3. se resumen la expresién de factores de crecimiento, citocinas y otras moléculas
de los hGF, que se relacionan con la capacidad plausible de reparar las heridas sin cicatriz
en la mucosa masticatoria.

En conclusién, los hGF exhiben caracteristicas altamente especializadas
relacionadas con un fenotipo celular antifibrético durante la curacién de las heridas,
ademas tienen la capacidad de interactuar con una ECM mas rigida en comparacion con
los fibroblastos de la piel de diferentes sitios anatémicos, incluyendo la mucosa de
revestimiento. Adicionalmente, los hGF expresan mecanismos de sefalizacion auto y
paracrinos, asi como funciones inmunomoduladoras que promueven la sinergia de sus

caracteristicas anti fibroticas.
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Figura 3. Caracteristicas del fenotipo antifibrotico de los hGF
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Nota. La expresion alta de HGF y su isoforma NK1 genera resistencia de la transdiferenciacion de hGF al

fenotipo miofibroblasto mediado por TGFB. El HGF secretado por los hGF es

mitogénico, motogénico,

morfogénico, anti apoptético y proangiogénicos para las células epiteliales y endoteliales de la mucosa

masticatoria. TGFB33 es un factor antifibrético y proangiogénicos, Una menor expresion de MMPs regula la

expresion de moléculas anti fibréticas de la ECM durante la cicatrizacidon de heridas. Los hGF expresan

constitutivamente aSMA.

A lo anterior, se suman las recientes investigaciones que sugieren la presencia de

poblaciones heterogéneas de fibroblastos en las mucosas bucales, hecho que cobra

importancia con el fin de comprender su biologia, y su potencial en la medicina

regenerativa. En la Tabla 1. se presenta una sinopsis de las principales caracteristicas

fenotipicas, y funcionales descritas para los hGF.
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas y funcionales de los hGF

Caracteristica
Origen

Matriz Extracelular

Marcadores de
membrana

Contractilidad y
capacidad migratoria.

Adhesoma

Fenotipo hGF
Neuroectodermo - Células de la cresta neural (CCN).

Alta expresion de fibronectina, fibronectina ED-A y sulfato de
condroitina, y menor expresion de elastina en relacion con la dermis.
Alta expresion de la enzima HAS3.

Negativos para CD 26/DPP4, positivo en fibroblastos pro-fibréticos.

Expresion constitutiva de aSMA.
Gran capacidad migratoria.

Expresion reducida de ITG a2 y a4 pro-adhesivas.
Reduccion de la expresion de FAK, proteina total FAK y de

adherencias focales.
Plasticidad para adaptarse a la rigidez del sustrato.

Mecanotransduccién Baja respuesta al estrés mecanico.

Expresién factores de Expresi(')n reducida de endotelina-1 (ET1 )

crecimiento y
citocinas.

Aumento de la expresién de la isoforma HGF-NK1.

Respuesta a TGB-1 Resistencia a la diferenciacion miofibroblastica inducida por TG31.

4.11. Capacidad inmunolégica e inmunomoduladora de los hGF

Actualmente se sabe que no solo las células inmunes, sino también las células no
inmunes, como los fibroblastos y los queratinocitos, contribuyen a la inmunidad innata a
través de la activacion y expresion de los receptores tipo Toll (TLR, por su sigla en
inglés). Estos receptores inducen una respuesta inflamatoria robusta caracterizada por la
secrecion de citoquinas y quimiocinas inflamatorias junto con el reclutamiento, y
activacion de células inflamatorias para controlar la infeccién, y restaurar la
homeostasis; eventos que permiten la reparaciéon y regeneracién de tejidos (182).

Los TLR pertenecen a una familia de receptores intracelulares unidos a la
membrana celular, que interactuan con el receptor CD14 e inducen la senalizacion

intracelular como la primera linea de defensa contra agentes infecciosos. Llama la
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atencion que TLR1 a TLR9, MD2, MyD88, NOD1 y NOD2 se expresan constitutivamente
en hGF. Ademas, los TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y MD2 se expresan en la superficie
celular, mientras que, TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, MyD88, NOD1 y NOD2 se expresan en
las membranas de los compartimentos intracelulares (183).

De otro lado, el estudio adelantado por Linard et al. (184), asocié el potencial
regenerativo de los hGF, con su la capacidad para remodelar la ECM, producir factores
de crecimiento, e inducir la polarizacién de los macrofagos M1 al fenotipo M2. Como ya
se sabe, los macrofagos M2 una vez reclutados en la herida promueven la angiogénesis,
expresan VEGF y TGF(3 estimulando la regeneracion de los tejidos.

Igualmente, se ha descrito que las funciones inmunosupresoras de los hGF
relacionadas con la curacion y la capacidad de regeneracién de la mucosa masticatoria
son similares a las de las MSC. Séguie et al. (185) identificaron que los hGF tienen la
capacidad de interferir con la diferenciacion de las células dendriticas in vitro. Estas
células son importantes para establecer la respuesta inmune a través de la IL6 y el VEGF,
lo que puede conducir a un estado de tolerancia asociado con un aumento de las células
T reguladoras con actividad supresora. Por lo anteriormente expuesto, las propiedades
inmunomoduladoras de los hGF también posiciona a estas células como un recurso
alternativo, e innovador para ser implementado en los enfoques de medicina regenerativa

como se describe a continuacion.

4.12. Potencial regenerativo de los fibroblastos gingivales humanos

Los fibroblastos gingivales humanos se han introducido en el desarrollo de terapias
avanzadas, principalmente en el campo de la regeneracion del tejido periodontal debido
a su capacidad proliferativa, migratoria y antifibrética.

Milinkovic et al. (186) llevaron a cabo un ensayo clinico para tratar las recesiones
gingivales unicas y multiples, por medio de un dispositivo disefiado a partir de TE. Los
investigadores cultivaron hGF autdlogos sobre una plataforma de Col, que
posteriormente fue injertada en areas afectadas por la pérdida de insercién, obteniendo

excelentes resultados. EI uso de los hGF autélogos se asocid con propiedades
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regenerativas ideales, tiempo quirurgico reducido, y una menor morbilidad del paciente
con efectos estéticos optimos.

Siguiendo esta linea, Boink et al. (187) también emplearon el enfoque de la TE, e
informaron el desarrollo de un sustituto gingival in vitro. Los investigadores lograron
reconstruir la mucosa gingival humana a partir de una biopsia. Las células epiteliales
fueron aisladas, y posteriormente expandidas sobre una plataforma poblada por hGF
autdlogos los cuales constituyeron su propia “lamina propia”, por lo tanto, el sustituto
gingival era histolégicamente similar al tejido nativo. Al caracterizar el constructo
identificaron mayores cantidades de IL6 y CXCLS8 citocinas relacionadas con mitogénesis,
motogénesis y quimiotaxis, y del HGF un factor de crecimiento anti fibrético que en un
sustituto dérmico desarrollado en las mismas condiciones, asi como una capacidad
superior del primero en la curaciéon de heridas. Es importante mencionar, que el sustituto
gingival se fabrico teniendo en cuenta las pautas actuales de la regulacion de la Unién
Europea para los Medicamentos de Terapias Avanzadas (ATMP), hecho que puede
facilitar su implementacion terapéutica.

Por su parte, Woloszyk et al. (188) demostraron que tanto los hGF como las células
madre de la pulpa dental humana tienen la misma capacidad de atraer vasos sanguineos
cuando se utilizan en estrategias de TE. Igualmente, Um et al. (189) propusieron el
cocultivo de hGF y de células endoteliales vasculares como una estrategia innovadora
para la prevascularizacion en TE gingival. Esto es posible debido a los efectos
proangiogénicos inducidos por la secrecion de TGFB1, VEGF y FGF2, asi como a la
capacidad de sintetizar ECM especificamente Col1 y Col3 por parte de los hGF. Por lo
tanto, este es un enfoque prometedor para el disefio de injertos microvasculares
autélogos.

En relacién con la terapia celular y los hGF, Linard et al. (184) lograron promover
la reparacion rapida de la piel en quemaduras inducidas por radiacion utilizando hGF. En
este caso, se comparo la capacidad regenerativa de los hGF y las MSCs de médula 6sea
humana, en un modelo murino mediante el trasplante por inyeccién intradérmica. Los
hGF indujeron el desarrollo de la epidermis, los apéndices de la piel y los foliculos

capilares de manera mas rapida en comparacion con las células madre de medula 6sea.
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La rapida regeneracion de los tejidos y la acelerada curacién asociada a los hGF
implica la reorganizacion del Col sintetizado, la modificacion del equilibrio
Col/MMPs/TIMPs y la modulacién de la expresion y localizacion de TNC. A esto se afiade
la produccion de los factores de crecimiento inmunomoduladores: VEGF, EGF y FGF7.
Adicionalmente, los hGF sobreexpresaron la proteina activadora de fibroblastos (FAP) y
la proteina S100A4, que participan en la activacion de fibroblastos, junto con TGFB2 que
es esencial para la morfogénesis, y la regeneracion del foliculo piloso. Particularmente,
los hGF en las condiciones descritas sobreexpresaron Noggin aproximadamente 26
veces mas, favoreciendo asi la regeneracion del pelo, y posiblemente la proliferaciéon
celular y la permanencia de los fibroblastos en la herida en comparacion con las células
madre de medula 6sea. Estos resultados sugieren, que los hGF son un recurso adecuado
para la medicina regenerativa, sumado a su facil proceso de recoleccion y cultivo.

Igualmente, el uso de sustancias bioactivas, se considera un area de gran interés
clinico. Estas pueden influir en el comportamiento de los hGF actuando como adyuvantes
en los procesos de curacion y/o regeneracion de las heridas de los tejidos blandos. En
este sentido, Kobayashi et al. (190) compararon el efecto del PRP en los hGF,
osteoblastos y células del ligamento periodontal in vitro. Los resultados preliminares
mostraron que el PRP promovié la migracion, la proliferacion y la expresion de mRNA de
moléculas relacionadas con la curacion de heridas como el TGF(, el PDGFB y Col1A2
en los hGF, ademas, favorecio la regeneracion de los tejidos blandos. Sin embargo,
encontraron muy poco efecto sobre la diferenciacion de osteoblastos y células del
ligamento periodontal, asi como en la formacién de tejido dseo.

En la investigacion adelantada por Asparuhova et al. (191) se logré demostrar en
cultivos 3D, que el tratamiento de los hGF con HA desencadend vias de sefializacion, a
través de la activacion de Akt, Erk1/2 o la quinasa p38, asi como la expresién
de genes COL3A1y TGFB3, que caracterizan la curaciéon de heridas sin cicatrices.
Ademas, reportaron la sobreexpresion de genes que codifican los factores de crecimiento
PDGFB, FGF2 y EGF esenciales para el proceso de curacién de heridas, y la induccién
de la expresion de citocinas proinflamatorias. EI HA también es capaz de iniciar una
respuesta inflamatoria celular y la expresion génica directa de MMPs como MMP-1 y
MMP-8, o la expresion génica indirecta de MMP-2 y MMP-3 mediante la induccion de
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citocinas proinflamatorias. Esto genera la remodelacion de la ECM y facilita la
regeneracion de los tejidos periodontales, sin embargo, se requiere mas investigacion y
seguimiento a largo plazo para evaluar la eficacia clinica del HA y otras sustancias
bioactivas que pueden apoyar o mejorar la actividad biologica intrinseca de los hGF.

También, es importante mencionar que las iPSC se han generado a partir de la
reprogramacion de hGF mediante la expresidn ectopica de los factores de
transcripcion Yamanaka: Oct4, Sox2, Kif-4 y c-Myc (192,193). Igualmente, las iPSC se
ha generado combinando otros factores de transcripcion, tales como el factor de
transcripcion, proteina dedo de zinc tipo Krippel relacionada con GLI (Glis1), la proteina
dedo de zinc 296 (Zfp296) y la proteina dedo de zinc del cerebelo 3 (Zic3), entre otros
factores que también pueden mejorar la eficiencia de reprogramacion (194-196).
Siguiendo esta linea de investigacion, Ji et al. (197) reprogramaron hGF en iPSC
humanas (hiPSC) con los factores de transcripcion Yamanaka, posteriormente
implementaron una plataforma de quitosan/gelatina/ nano hidroxiapatita con el fin de
inducir la diferenciacion osteogénica en ratones inmunosuprimidos. Las hiPSC derivadas
de los hGF demostraron tener una mejor capacidad de diferenciacion osteogénica frente
a los hGF. Lo anterior sugiere, que la reprogramacion de hGF a hiPSC puede ser un tipo
de enfoque para aumentar la capacidad de diferenciacidén osteogénica, sin embargo, aun
se requiere mas investigacion.

Otra aplicacion de los hGF es la servir como células alimentadoras en cultivos de
iPSC a largo plazo, preservando su cariotipo, y pluripotencia normales. Al respecto, Yu et
al. (198) compararon hGF, hDF vy la linea celular SNL derivada de ratén, como células
alimentadoras para células iPSC reprogramadas a partir de hGF. Los resultados dejaron
en evidencia, que los hGF tienen la capacidad de sintetizar mayor cantidad de laminina
332, y la cadena de laminina a5, la cual forma parte del nicho de las células madre
pluripotentes del embrion humano, ademas generaron factor de crecimiento similar a la
insulina -2. Estas biomoléculas han demostrado mantener la renovacion a largo plazo de
las células madre, y simultaneamente contribuyen a mejorar a las células alimentadoras.
Los resultados del estudio, también sugieren, que los hGF poseen una excelente
capacidad de alimentacion en cultivo y, por lo tanto, pueden emplearse como alternativas

a las células alimentadoras convencionales SNL, siendo mejores candidatos para la
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expansion ex vivo de hiPSC, sin la presencia de componentes animales, condicion
importante para futuras aplicaciones terapéuticas.

Adicionalmente, Matsuda et al. (26) informaron acerca del uso de hGF como
células alimentadoras para las células madre pluripotentes inducidas a cardiomiocitos y
su capacidad para promover la diferenciacion hacia el fenotipo cardiomiocito de forma

exitosa.

4.12.1. Fibroblastos gingivales humanos en la regeneracion del tejido 6seo

Algunos estudios como el de Choi et al. (199) y Ghuman et al. (200) cuestionaron
la capacidad de diferenciacion osteogénica de los hGF.  Sin embargo, varias
investigaciones han logrado demostrar que estas células en condiciones experimentales
apropiadas se pueden diferenciar, y adquieren un fenotipo osteogénico in vitro (201-203).
Por ejemplo, Bermudez et al. (204) informaron la diferenciacion de hGF hacia el linaje
osteogénico, a través de la transfeccion de CEMP1 un gen clave en la regulacion del
proceso de biomineralizacion, que promueve la diferenciacion celular, y regula la tasa de
deposicion, composicion y morfologia de los cristales de hidroxiapatita. Sin embargo, los
estudios funcionales mostraron que CEMP1 puede actuar como un oncogén, por lo tanto,
esta estrategia requiere mas estudio.

Por su parte, Cho et al. (205) y Cho y Ryoo (206) demostraron la
transdiferenciacion in vitro de los hGF a un tipo celular osteogénico, a través de
mecanismos epigenéticos. Primero, indujeron la hipometilacion del DNA por medio de la
5 aza 2 'desoxicitidina (5-aza-dC), y posteriormente realizaron tratamiento con BMP2 con
el fin de estimular la expresion de los genes RUNX2 y ALP. Con este enfoque lograron
la formacion de hueso nuevo en un modelo murino, ademas, plantearon el mecanismo
epigenético como un enfoque terapéutico novedoso, y a los hGF como un recurso
prometedor para la regeneracién del tejido éseo.

Otro estudio, que utilizo hGF para inducir la regeneracion de tejido 6seo, fue el
adelantado por Wu et al. (207) en un ensayo clinico en animales. En él informan a cerca
de la regeneracion completa de los tejidos periodontales (cemento, hueso alveolar, y

ligamento periodontal) utilizando como recurso fibroblastos gingivales autélogos, e
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induciendo su transdiferenciacion a un fenotipo mineralizante en presencia de un tampon
de induccion de mineralizacion. Emplearon la técnica de sandwich: ubicaron una
membrana periodontal, entre dos membranas mineralizadas fabricadas completamente
con fibroblastos gingivales, el dispositivo de TE posteriormente fue ubicado en los
defectos Oseos. De esta manera, lograron una reconstruccion periodontal que
describieron como ideal y rapida.

Un enfoque diferente se abordo en el estudio de Voisin et al. (208). En este caso,
los investigadores proponen un posible mecanismo paracrino de los hGF para regular la
osteoclastogénesis in vitro, al inducir una menor expresion de los genes CTR, CATK,
TRAP y OSCAR relacionados con los osteoclastos. Estos genes estimulan
simultaneamente la inmunidad innata, mediante la induccion de la expresién de
marcadores de células presentadoras de antigeno CD14 y proteinas estimulantes CD40,
CD80 y CD86, y la posterior diferenciacién a un fenotipo de macrofagos. Los efectos
reguladores de la osteoclastogenesis, al parecer estan mediados por la osteoprotegerina
secretada por los hGF. De esta forma, los investigadores plantearon la posibilidad de
preservar el hueso alveolar de la reabsorcion. A pesar que, utilizaron un modelo
xenogénico de hGF en cocultivo con células murinas de medula 6sea las moléculas que
intervienen en la formacion de osteoclastos se conservan evolutivamente, por lo tanto,
pueden ser comparables dentro de la especie. Sin embargo, el efecto paracrino de los
hGF asociado a la reduccidon de la osteoclastogénesis, también requiere de mayor
investigacion.

Por su parte, Almela et al. (209) desarrollaron un modelo biomimético de
osteomucosa. Realizaron el cocultivo de hGF, queratinocitos y osteoblastos alveolares
primarios en una plataforma de hidroxiapatita/fosfato tricalcico en un biorreactor. Con esta
aproximacion lograron replicar las caracteristicas anatémicas de los tejidos de origen, asi
como la relacion a nivel histolégico entre la mucosa y el hueso subyacente. Los hGF
formaron una lamina propia densamente poblada con fibroblastos residentes, y el Col1
mostré el nivel de expresion de mRNA mas alto, entre los genes evaluados. Estos
hallazgos fueron relacionados con un aumento significativo en la concentracion de
proteina, y se atribuyeron a los hGF por su papel en la formaciéon de ECM, ademas, de
la induccion paracrina de las células epiteliales para proliferar, migrar, y expresar
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queratina. Este estudio demostrd que los hGF son un recurso celular clave en cocultivo,
y que tienen un gran potencial en el desarrollo de dispositivos para la TE, y la terapia
celular. En la Figura 4. se presentan las estrategias de terapias avanzadas, asi como las
aplicaciones con base en hGF que se han desarrollado hasta el momento.

Finalmente, un ensayo clinico aleatorizado reciente mostré que el injerto de hGF
autélogos cultivados sobre una plataforma de fosfato beta-tricalcico (B-TCP, por su sigla
en inglés), que posteriormente fue cubierta con una membrana de colageno, redujo
significativamente el defecto dseo vertical, y la pérdida de insercion gingival, con una
ganancia 0sea radiografica que fue estadisticamente mayor cuando se comparé con el
grupo control (29). En otro ensayo clinico similar, se cultivaron hGF autélogos sobre una
matriz de colageno, este constructo de ET se injerté debajo de un colgajo avanzado
coronalmente, para tratar recesiones gingivales unicas y multiples. Con este enfoque, el
grupo experimental mostré un mayor aumento en el ancho del tejido queratinizado, que
el grupo control (30).

En general, las mucosas bucales representan un recurso de gran interés para los
enfoques regenerativos. Especificamente, los hGF presentan varias ventajas, frente a
otro tipo de células, debido a las caracteristicas biologicas expuestas, a esto se suma,
que se pueden obtener de los pacientes a través de procedimientos quirurgicos
minimamente invasivos, sin causar problemas estéticos y/o funcionales. Adicionalmente,
los hGF se pueden aislar de forma eficiente por el método de explante. Este método
ademas de evitar el estrés proteolitico, es de bajo costo, y presenta menor riesgo de
contaminacion biolégica (210).

Para la medicina traslacional es importante avanzar en la comprension de la
heterogeneidad funcional de los fibroblastos, con el fin de implementar enfoques
terapéuticos efectivos y personalizados, utilizando la mejor fuente de células disponible
para cada caso. La investigacion en esta area es prometedora, ya que puede ofrecer
resultados clinicos ideales en la regeneracion de tejidos en casos de defectos
craneofaciales de tamano critico a causa de malformaciones congénitas, recesion de
tumores extensos o traumatismos, asi como en casos de atrofia alveolar y osteonecrosis

entre otras patologias.
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Figura 4. Fibroblastos gingivales humanos y su potencial regenerativo
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4.13. Mecanotransduccion celular

En conjunto, las sefiales mecanicas conforman sistemas de informacion
indispensables para la supervivencia, la adaptacion y la homeostasis celular. La
mecanotransduccion es el proceso por el cual las células convierten estimulos mecanicos
del microambiente extracelular en sefales bioquimicas intracelulares para inducir una
amplia variedad de respuestas durante el desarrollo, la regeneracion y la enfermedad
(211).

Aunque esta bien establecido que las sefales biofisicas pueden regular una
variedad de procesos celulares, como la morfologia (212), la proliferacién (213), la
migracion (214) y la diferenciacion (215, 216), se desconoce el mecanismo exacto por el
cual estas sefales mecanicas se transducen al nucleo y regulan la expresion génica.

Las células perciben los cambios inducidos por las fuerzas mecanicas, por medio
de varias estructuras que funcionan como mecanosensores, tales como: las adherencias
focales, los complejos de union celula-celula, los canales idnicos incluyendo el canal del
calcio y la sefalizacion mediada por lipidos a nivel de la membrana plasmatica y su
corteza de actina subyacente (217).

Por su parte, el citoesqueleto y los filamentos de actina, funcionan como un
importante mecanotransmisor, al transferir las sefiales mecanicas al nucleo, a través del
complejo LINC (enlazador del nucleoesqueleto y el citoesqueleto, por su sigla en inglés),
el cual conecta la lamina nuclear con el citoesqueleto, y es fundamental en la regulacién
del comportamiento celular. EI complejo LINC es el conducto principal para las entradas
mecanicas del ECM al nucleo. Por lo tanto, la membrana nuclear, la cromatina y la lamina
estan estrechamente conectadas, y forman un material compuesto adaptable vy
topolégicamente complejo que detecta y responde a las sefiales mecanicas como una
unidad (218, 219).

La mecanotransduccion nuclear activa circuitos enzimaticos o transcripcionales
que median cambios de comportamiento, adaptacién mecanica y decisiones sobre el
destino celular (220). A través, de la propagacion rapida de ondas, los filamentos de
actina conforman las denominadas fibras de estrés, que se comportan como el principal
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transmisor de una respuesta rapida a las sefales mecanicas, o que permite que las
células se adapten rapidamente a los cambios dinamicos en su entorno. De tal forma,
que las mecanorespuestas se consideran la sumatoria de la intensidad, frecuencia,
magnitud y duracion de las fuerzas percibidas por la célula, que pueden inducir desde la
regulacion de genes, o bien a un reajuste en la forma o en la trayectoria celular (221).

Al respecto, investigaciones recientes demuestran cémo el cultivo de hGF en
diferentes sustratos con micro/nanotopografia variables, asi como la exposicion a varios
tipos de fuerzas mecanicas, afecta comportamientos celulares tales como, la adhesion,
la proliferacion y regulacién de la expresién génica (222 — 224).

Adicionalmente, la evidencia también muestra como la mecanica del sustrato en
cultivos 3D induce una diversidad de respuestas, tales como la supresion de la
proliferacion de MSC con conservacidon de la multipotencia (225), e incluso, la
reprogramacion de MSC y de células somaticas como los fibroblastos (226 - 228), lo cual
ha generado nuevos conceptos y paradigmas del cultivo celular 3D con un posible
impacto en la regeneracién de los tejidos, asi como en la comprension de la fisiopatologia
de multiples enfermedades (229).

En la Figura 5 se presenta un resumen de las estructuras celulares que participan
en la mecanosension y mecanotransduccion celular, asi como ejemplos de los tipos de

respuestas bioldgicas a las sefiales mecanicas de la ECM.

4.14. Reprogramacion celular

La reprogramacion celular convencional se define como el proceso de revertir el
estado maduro o diferenciado de una células somatica a un estado inmaduro y mas
pluripotente, por medio de varios enfoques que incluyen: la transferencia nuclear de
células somaticas, la fusién celular, la expresion ectopica de factores de transcripcion, la
expresion de micro-RNAs y el uso de pequenas moléculas de sefalizacion (230 - 232).

Desde que se demostro que las iPSC se pueden generar a partir de fibroblastos
utilizando los factores Yamanaka (Oct4, Sox2, c-Myc y Kif-4), se demostrd, que las
células somaticas experimentan una expresion génica dinamica, y alteraciones

epigenéticas durante la reprogramacion. Este hecho abrid la posibilidad de generar
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cualquier tipo de célula a partir de una célula somatica, primero reprogramandola a una
etapa pluripotente inducida, y luego diferenciandolas hacia el tipo de célula diana, un

proceso conocido como “diferenciacion dirigida” (230, 233).

Figura 5. Mecanismo de mecanodeteccion y mecanotransduccién celular
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destino celular. Adaptado de Hayward MK, et al. (217).
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Adicionalmente, “la reprogramacion directa” surge como un método para
manipular la plasticidad celular a estados intermedios, el cual consiste en la conversion
directa de una célula madura en un tipo de célula completamente diferente sin pasar por
la etapa pluripotente intermedia. Este enfoque emplea la sobreexpresion forzada de una
combinacion de factores de transcripcion especificos de linaje y/o condiciones de cultivo
definidas para cada tipo de célula diana, este proceso se denominé inicialmente
“transdiferenciacion celular”. La reprogramacion directa suele ser un procesos mas corto
y sencillo en comparacion con la reprogramacion a iPSC seguida de la rediferenciacion,
y elude la potencial formacion de teratoma tipicamente asociado con la etapa pluripotente
intermedia de las iPSC, por lo tanto, se puede considera un enfoque mas seguro para
aplicaciones en medicina regenerativa (234).

Asi mismo, la generacion de iPSC enfrenta otra serie de problemas relacionados
con el grado de reprogramacion, la memoria epigenética y la inmunogenicidad (235). En
particular, se ha demostrado la presencia de variaciones genéticas en las iPSC, incluida
la inestabilidad del genoma, las variaciones de un solo nucledétido, la variacion del numero
de copias y la pérdida de heterocigosidad. Estas mutaciones pueden ser heredadas de
las células parentales, o adquiridas durante el proceso de reprogramacion, incluso
pueden ser inducidas durante el cultivo prolongado in vitro (236). La reprogramacion
celular busca superar estos problemas, por medio de estrategias que aumenten la
eficiencia de reprogramacién y obvien la necesidad de la transduccion viral, por esta
razon, en la actualidad se investigan la manipulacién de factores fisicos y el disefo de
materiales de cultivo celular, es decir, por medio de la mecanomodulacién del estado
epigenético de las células inducir la reprogramacion parcial o completa (237).

Como ya se menciond, las propiedades del microambiente celular desempefian un
papel importante en la regulacion de la identidad celular, a través de cascadas de
mecanotransduccion que, en ultima instancia, afectan la forma y la estructura nuclear vy,
por ende, el estado epigenético. Factores biomecanicos en el microambiente, tales como,
la nanotopografia, la rigidez del sustrato, la viscoelasticidad, la presentacién de ligandos,
asi como la geometria celular y tisular, juegan un papel crucial en la induccién del destino
celular (238). Por ejemplo, Polo et al. (239) demostraron que los genes responsables de
la organizacion del citoesqueleto se activan durante los primeros tres dias de
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reprogramacion dirigida, y simultaneamente, la cromatina se somete a una
reorganizacion importante, que conduce a cambios protedmicos complejos y coordinados
que facilitan el proceso. De esta forma, tanto las alteraciones del citoesqueleto y las
modificaciones epigenéticas son eventos criticos que marcan el inicio de la
reprogramacion (240).

También, se ha documentado cémo las sefales de la topografia del sustrato
promueven la transicion mesenquimal-epitelial (MET, por su sigla en inglés), proceso
fundamental para la reprogramacion nuclear, ademas, de la reprogramacion hacia iPSC
al inducir cambios en la morfologia celular, y un aumento en la acetilacién de histonas y
la metilacion de H3K4, respaldando, el vinculo entre las sefiales biofisicas con la actividad
de enzimas especificas que modifican las histonas (241, 242).

Por lo tanto, ahora se reconoce claramente, que las sefiales topograficas inducen
vias de sefializaciéon, que modifican la dinamica de la cromatina, a través del del
citoesqueleto, la forma y la estructura nuclear sin la necesidad modificadores
epigenéticos exdgenos (238, 243), y se considera que incorporar biomateriales durante
las estrategias de reprogramacion nuclear convencionales es un enfoque plausible para
optimizar y mejorar la eficiencia de la reprogramacion (244, 245).

Recientemente, varias investigaciones han demostrado que el cultivo 3D actua
como una herramienta de reprogramacion capaz de revertir las células diferenciadas a
un estado mas indiferenciado, en ausencia de factores de reprogramacion exogenos.
Adicionalmente, sugieren que los mecanismos de mecanotransduccion, la MET, la
hipoxia, y los cambios epigenéticos como respuesta a la reorganizacion celular en
condiciones de cultivo 3D estan involucrados en el proceso de reprogramacion celular
(34, 35, 228, 246).

Una de las primeras investigaciones en demostrar la reprogramacién celular via
biomecanica, es la de Roy B, et al. (247), en este caso demostraron que el cultivo de
fibroblastos NIH3T3 en un sustratos de FN con micropatrones resulto en el confinamiento
lateral de las células y la formacioén esferoides. El cultivo 3D indujo cambios en el estado
epigenético, que resultaron en la reprogramacion de los fibroblastos en células similares
a iPSC con una eficiencia alta, y sin el uso de factores exdgenos. Los genes

mesenquimales se reprimieron de manera importante a partir del dia 6 de cultivo,
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mientras que los genes relacionados con células madre embrionarias (ESC, por su sigla
en inglés) e iIPSC se expresaron el dia 10, adicionalmente, las células demostraron
potencial de diferenciacion multilinaje. El analisis por RNA-seq mostro que los
fibroblastos reprogramados presentaban caracteristicas similares a las de las células
madre, pero mantenian su estado de diferenciacién hasta cierto punto, revelando un
cambio en el transcriptoma, de un estado fibroblastico a un estado de reprogramacion
intermedia, por lo tanto, se consideraron células parcialmente reprogramadas.

Posteriormente, el proceso de rediferenciacién de los fibroblastos en una matriz
de colageno evidencio, que las células parcialmente reprogramadas eran mas
contractiles y eficientes en la sintesis de componentes de la ECM al compararlas con los
fibroblastos iniciales (248). Finalmente, los investigadores demostraron que el
microambiente mecanico local del cultivo 3D puede activar transiciones del estado celular
a través de vias de sefalizacion dependientes de Lef1, por lo tanto, se consideré un factor
de transcripcion somatico critico para la regulacion mecanica de las vias de
desdiferenciacion de fibroblastos en ausencia de factores exdgenos (249).

Asi mismo, Li et al. (246) cultivaron células derivadas de la mucosa bucal y palatina
de ratones, en placas de ultrabaja adherencia sin factores exdégenos. Las células
formaron esferoides espontaneamente a las 24 horas, los cuales expresaron genes
asociados a la pluripotencia: Sox2, SSEA1, Oct4, Nanog y Nestin, adicionalmente en
condiciones adecuadas presentaron diferenciacién neurogénica, demostrando asi, la
capacidad que tiene el cultivo 3D de inducir reprogramacion celular.

Finalmente, Lo et al. (228) investigaron la capacidad de los fibroblastos dérmicos
humanos del antebrazo, y de la punta de la cola de ratén, para expresar genes asociados
a células madre en cultivo 3D. Para tal fin, cultivaron fibroblastos en 2D, y en placas de
cultivo de 96 pocillos con fondo en U recubiertas de hidrogel durante 7 dias, y compararon
por medio gRT-PCR, RNA-seq y bioinformatica el perfil de expresion génica de las células
en las dos condiciones de cultivo. Concluyeron, que el transcriptoma de las células en
condiciones de cultivo 3D se asemejaba a las células somaticas que se reprograman en
células madre, incluyendo la expresion de genes asociados con pluripotencia (Oct4,
Sox2, y Nanog), asi como una mayor expresion de genes asociados con la MET y
disminucién de la expresion de genes asociados a la EMT.
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El campo de la reprogramacion de células somaticas via biomecanica, es un area
de investigacion emergente, sin embargo, la evidencia acumulada demuestra, que el
cultivo 3D induce reprogramacion celular parcial o total como respuesta al microambiente
del cultivo, procesos a los cuales se refiere la presente investigacién. Adicionalmente, el
hecho que el cultivo 3D no requiera la aplicacion de genes, RNA o proteinas exdgenas,
para inducir la reprogramacion celular, lo convierte en una estrategia mas segura para
los enfoques de medicina regenerativa, por lo tanto, caracterizar esferoides formados a
partir de células somaticas humanas permite valorar su potencial para aplicaciones de

medicina regenerativa.

4.15. Cultivo celular tridimensional

El cultivo celular es un componente fundamental de la TE, y la terapia celular para
el crecimiento y mantenimiento de células ex vivo. Los cultivos celulares bidimensionales
o en 2D han sido el método utilizado para cultivar células desde hace mucho tiempo, sin
embargo, no proporcionan un entorno similar al in vivo donde se generan sefales fisicas,
comunicacion célula-célula y célula-ECM, asi como la interaccion de diferentes tipos
celulares (Figura 6A). En contraste, los sistemas de cultivo celular 3D se utilizan cada
vez mas principalmente porqué imitan el entorno fisiolégico de los tejidos (250).

En condiciones de cultivo 3D las células se organizan en agregados
densos denominados esferoides celulares, que se forman cuando las células exhiben una
cohesion preferencial con otras células sobre la adhesion a la matriz subyacente. Las
células dentro de los esferoides estan expuestas a interacciones fisicas, que reflejan mas
fielmente el comportamiento en tejido nativo tridimensional (Figura 6B) (251). Entre las
diferencias mas significativas del cultivo celular 2D y 3D se pueden mencionar las
siguientes:

. Preserva la forma natural de la célula debido a que crecen en agregados
tridimensionales, o esferoides que contienen multiples capas de células.
. Las células estan sujetas a transporte de masa por difusién, lo que conduce a un

patron de distribucion espacial heterogéneo de oxigeno, nutrientes, metabolitos y
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moléculas de sefalizacion dependientes del metabolismo intrinseco de cada tipo
celular.
. Las uniones celulares son estrechas, y facilitan la comunicacién célula a célula, a
través de intercambio de iones, moléculas pequefias y campos electromagnéticos.
. El medio ambiente induce sefales biomecanicas que alteran la expresion génica,
y promueven la sintesis, secrecién y ensamblaje de proteinas de la ECM en

respuesta a la organizacion tridimensional en el cultivo (252).

Figura 6. Cultivo en monocapa y cultivo 3D de fibroblastos gingivales CL+/-P NS

& B

Nota. (A). Cultivo en monocapa de hGF sobre superficie de poliestireno. (B). Cultivo 3D de hGF con
la técnica de superposicion de liquidos sobre una plataforma de agarosa. Escala 200 um. Aumento
5X

Como resultado de la organizacion tridimensional, los esferoides exhiben mejores
propiedades bioldgicas y regenerativas en comparacién con los sistemas de cultivo 2D,
estas propiedades incluyen mayor viabilidad celular, morfologia estable y polarizacién
(210, 250), mayor actividad proliferativa y de la funcion metabdlica fisiolégica, mejor
regulacion de sefiales adaptativas a la hipoxia, secrecion de moléculas anti-apoptoticas,
angiogénicas y antiinflamatorias, y de preservacion de componentes de la ECM, asi como
la capacidad de diferenciacién multilinaje dependiendo de las condiciones de cultivo. En
general, los esferoides poseen cualidades deseables para aplicaciones en TE (253 - 255).

En la actualidad, los esferoides celulares se aplican en diferentes campos de la
investigacion, tales como la fabricacion de tejidos artificiales tridimensionales in vitro, en

estudios de desarrollo de drganos, en el estudio de enfermedades congénitas como
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modelos para dilucidar los mecanismos relacionados con diferentes tipos de patologias.
También se les considera herramientas valiosas en la investigacion del cancer, la
infectologia, la toxicologia, y la biologia de células madre, asi como para el estudio de
enfermedades hereditarias (256).

Las principales ventajas de los cultivos 2D frente a los cultivos 3D, asi como de las
posibles desventajas, y consideraciones que se deben tener en cuenta al momento de

seleccionar el tipo de cultivo se sintetizan en el Tabla 2.

4.16. Sistemas de cultivo tridimensionales

Las técnicas de cultivo 3D incluyen sistemas de cultivo sin plataformas o
independientes del anclaje tales como: microplacas colgantes, fuerzas mecanicas
externas (campos eléctricos, magnéticos, ultrasonido, levitacion magnética),
biorreactores rotatorios, sistemas microfluidicos, cultivo de pellets y microplacas con
recubrimiento de fijacion ultra baja (257, 258).

A su vez, los cultivos 3D emplean plataformas fabricadas a partir de una amplia
gama de materiales tanto naturales, como sintéticos. Los biomateriales naturales a
menudo se basan en componentes de la ECM, como el Col, la fibrina y él HA, también
pueden incluir otros materiales de origen natural como gelatina, seda, alginato, y agarosa.
Estos materiales son biocompatibles y contienen sitios de adhesion celular, ademas, son
biodegradables, pero con propiedades mecanicas limitadas. Con el uso de materiales
sintéticos se logra un control adecuado de las propiedades mecanicas, y de la
arquitectura de los constructos. Los materiales comunmente utilizados son metales,
bioceramicas, vidrio, vitroceramicas, polimeros sintéticos, y mezclas de compuestos.
Ademas del soporte mecanico, los materiales sintéticos promueven el crecimiento
simultaneo de tejidos, y pueden entregar diferentes moléculas, como factores de
crecimiento, citocinas, iones bioactivos, genes, medicamentos y antibiéticos con efecto

terapéutico o que facilitan la regeneracion (251, 259).
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los cultivos 2D vs.3D

Caracteristicas

Morfologia
celular

Exposicién de
células al
medio

Union celular

Niveles de
expresion

Diferenciacion
celular

Proliferacion
celular

Respuesta a
estimulos

Uso y andlisis

Cultivo 2D

* Plana y alargada debido a que las
células solo pueden crecer y expandirse
en dos dimensiones.

* Las células crecen en monocapa.

*» Todas las células del cultivo reciben la
misma cantidad de nutrientes y factores
de crecimiento del medio en la placa.

* Lo anterior hace que mas células se
encuentren en la misma etapa del ciclo
celular.

* Las uniones celulares son menos
comunes y representan con menos
precision las uniones in vivo.

* La expresion de genes y proteinas a
menudo es muy diferentes al compararlos
con los modelos in vivo.

+ La diferenciacion celular es pobre.

* Las células proliferan a un ritmo
anormalmente rapido.

» Se encuentran en estadios similares del
ciclo celular.

* Representacion inexacta de la respuesta
a los estimulos mecanicos.

* Las células no pueden experimentar la
gravedad ya que no pueden expandirse a
la tercera dimension.

+ Altamente replicable y facil de
interpretar.
* Indicado para cultivos a largo plazo

Cultivo 3D

+ Se preserva la forma celular natural y el
crecimiento celular.

* Las células crecen en agregados o esferoides
3D.

* Los esferoides contienen multiples capas.

* Los nutrientes no tienen que dividirse por igual
entre todas las células, pero pueden dividirse si
es necesario.

* Las células centrales a menudo permanecen
inactivas ya que reciben menos oxigeno y
factores de crecimiento del medio.

* Presentan mayor funcién metabdlica, similar a
la fisioldgica.

* Las uniones celulares son comunes y permiten
la comunicacion célula - célula.

* Las células se comunican a través de
intercambio de iones, moléculas pequefias y
corrientes eléctricas.

* Los niveles de expresion de genes y proteinas
se asemejan a los niveles encontrados en las
células in vivo.

*Aumenta secrecion de factores troficos
* Las células estan bien diferenciadas.

* Las tasas de proliferacion son reales y pueden
ser altas o bajas segun la técnica y los tipos de
células que se cultiva.

* Presentan diferentes estadios del ciclo celular.

* Representacion precisa de la respuesta a los
estimulos mecanicos por parte de las células.
* Las células pueden experimentar la gravedad
dando una representacion mas precisa de una
célula in vivo.

* Los experimentos pueden ser dificiles de
replicar.

* Los datos pueden ser dificiles de interpretar, y
requiere métodos especiales de analisis.

Nota. Adaptado de Jensen y Teng (252).

La técnica de superposicion de liquidos, también llamada cultivo de suspension
estatica es una de las metodologias mas exploradas debido a su bajo costo, y facil
manejo para forma esferoides al inhibir la adhesién de las células en placas de cultivo
adherente. Tanto los cultivos primarios como lineas celulares forman esferoides con esta
técnica. Debido a que las uniones celulares-ECM se inhiben, las células forman
espontaneamente esferoides por encima de la superficie no adherente, al promoverse la

expresion de moléculas adhesivas célula-célula (260, 261). Este hecho se explica en
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parte, por las diferencias en las propiedades fisicas de los materiales que se emplean
para el cultivo 3D; por ejemplo, el poliestireno tiene un modulo de Young de 3.000.000
kPa, mientras que, el modulo de Young de los hidrogeles de colageno se encuentra entre
los 0,01 a 6 kPa, y el de la agarosa esta entre los 5 a 100 kPa, condicién que induce una

respuesta de mecanotransduccion especifica de las células (211).

Otras ventajas que ofrece la agarosa son: el mantenimiento del cultivo celular a
largo plazo y la facilidad de cambio de medio, baja variabilidad entre lotes, control sobre
la rigidez del sustrato, la esterilizacion es facil utilizando autoclave o la radiacion con luz
ultravioleta, el bajo costo, adicionalmente es un material biolégicamente inactivo. Por lo
tanto, se considera una técnica muy accesible como herramienta para el estudio de la
biologia celular (262, 263).
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CAPITULO 2
5. Metodologia general
En este capitulo se describe en forma detallada la metodologia, los materiales y
métodos empleados, asi como los procedimientos que se utilizaron de forma rutinaria en
los diferentes ensayos de la fase experimental. Por lo tanto, en cada uno de los capitulos
siguientes se incluyen los materiales y métodos especificos.

5.1 Enfoque metodolégico

El enfoque metodoldgico de la investigacion es cuantitativo, y se realizé un estudio

de tipo experimental descriptivo in vitro.
5.2. Poblaciéon de estudio

Pacientes con diagndstico de CL+P NS, que requerian la primera cirugia
reconstructiva, y que asistieron a la Fundacién Clinica Noel en el periodo comprendido
entre julio de 2018 y diciembre de 2019.
5.3. Muestra

Se realizo un muestreo por conveniencia o no probabilistico. La muestra la

conformaron pacientes con CL+P NS, que asistieron a la valoracion preanestésica en el
periodo de tiempo descrito, y que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion.

5.4. Criterios de inclusién

. Pacientes con diagndstico clinico de CL+P NS, y sin otro tipo de anormalidad

clinica asociada, que indicara la presencia de sindrome.
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. Pacientes sin cirugia correctiva previa.
. Individuos de cualquier sexo.

. Individuos con o sin tratamiento ortopédico prequirurgico.
5.5. Criterios de exclusion
. Pacientes con antecedentes de otra anormalidad diferente a CL+P NS.
. Pacientes con antecedentes de enfermedades sistémicas: hipertensién, diabetes,
patologias neuroldgicas, patologias del sistema inmune, cardiopatias y/o que

utilizaran medicamentos como anticoagulantes.

Catorce (14) pacientes con diagndstico clinico de CL+P NS conformaron la muestra.

En la Tabla 3. se describen las caracteristicas del grupo de estudio.

Tabla 3. Caracteristicas de la muestra

Caracteristica Niumero Porcentaje (%)
Edad (meses)
Mediana 4.2 14 100
Sexo
Femenino 3 21,4
Masculino 11 78,6

Fenotipo — Lateralidad
Labio hendido (CL)

Izquierdo 2 14,3
Labio y paladar hendido CL+P primario

Izquierdo 2 14,3
Derecho 1 7.1
Labio y paladar hendido CL+P completo

Izquierdo * 7 50
Derecho 1 7.1
Labio hendido bilateral y paladar hendido

CL+P completo 1 71

* . . .
Nota: "Un caso con hermano gemelo sin hendidura orofacial.
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Finalmente, de los 14 pacientes se seleccionaron de forma aleatoria 7 pacientes,
5 hombres y dos mujeres para realizar los diferentes ensayos de caracterizacién en
cultivos en monocapa y de esferoides celulares. En la Figura 7 se presenta el resumen

grafico del disefié metodoldgico de la investigacion.

Figura 7. Resumen grafico del disefio metodoldgico
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Nota. Aislamiento, cultivo y caracterizacion de hGF en cultivo 2D. Establecimiento del modelo de cultivo 3D

y caracterizacion de los esferoides celulares.

5.6. Protocolo para la toma de biopsia

Previa firma del consentimiento informado (Anexo 1), de acuerdo con la ley 8430
del Ministerio de Proteccion Social de Colombia, y la declaracion de Helsinki, se tomo
una biopsia incisional de la mucosa del paladar duro, proxima a la hendidura en los casos
de CL+P primario y/o secundario. En los casos de pacientes con CL, la biopsia se tomo
de la mucosa palatina sana o no afectada por hendidura. Todos los procedimientos se

realizaron bajo protocolo quirurgico.
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El tamafio de la biopsia fue de 2mm de longitud y de 2 a 3mm de espesor
incluyendo la totalidad del tejido conectivo. La muestra se tomé de la zona de las rugas
palatinas con un punch regular de 2mm aportado por la Fundacion Clinica Noel, previo al
procedimiento de rinoqueiloplastia, como se observa en la Figura 8A y Figura 8B. De
inmediato, el espécimen se introdujo en un tubo Falcon de 15mL que contenia el medio
de transporte: medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 5%
(v/v) de suero bovino fetal (FBS) y 10% (v/v) de antibidtico (penicilina/estreptomicina)
(p/e), todos los reactivos empleados eran de la marca Gibco (Figura 8C). Posteriormente,
la muestra fue transportada al laboratorio teniendo en cuenta las recomendaciones de la
norma técnica NTC4702-6 para el transporte terrestre de muestras de pacientes en
Colombia (productos biolégicos y/o infecciosos) para su procesamiento de forma rapida

y eficiente, en un tiempo menor de dos horas entre el quiréfano y el laboratorio.

Figura 8. Procedimiento de toma y transporte de la biopsia

Nota. (A). Se indica con punta de flecha el sitio de toma de la biopsia, que corresponde a la zona
de las rugas palatinas. (B). Punch empleado para la toma de la biopsia. (C). Almacenamiento y
transporte.
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5.7. Aislamiento y cultivo primario de hGF CL £ P NS

Meétodo de explante: para el aislamiento de las células se implementé el método
de explante como se indica a continuacion. La biopsia fue seccionada en varios
fragmentos con ayuda de una tijera curva de tejidos sin realizar separacion epitelial, cada
fragmento media aproximadamente 0.3mm de diametro por 0.3mm de espesor, se
colocaron en frascos de cultivo 25cm? a una distancias de 0.5 cm entre ellos y se les
adiciono 2 mL de DMEM alto en glucosa suplementado con 10% de FBS, y 10% de p/e.
Se incubaron a 37° C en una atmosfera humeda con 5 % de CO2y 95 % de O. Una vez,
se observo la migracion de ceélulas del explante se adicionaron 3 mL de medio de cultivo,
el procesamiento de la biopsia y el cultivo del explante se ilustran en la Figura 9.

Los cultivos fueron monitoreados usando un microscopio de luz invertida Zeiss
Axiovert 200 para evaluar el grado de confluencia, monitorear la posible contaminacion,
y realizar el recuento de células con un hemocitometro de Neubauer.

El medio se cambid 3 veces a la semana en una proporciéon 1:1. Se realizé control
y seguimiento de la migracion, y proliferacion de las células a partir de los fragmentos
quirurgicos durante veinte dias en promedio para todas las muestras. Cuando el cultivo
alcanzo un 75 a 80% de confluencia, se extrajeron los fragmentos remanentes del frasco

de cultivo, y de nuevo fueron sembrados.

Figura 9. Procesamiento de la muestra y aislamiento de hGF CL+/-P NS

Nota: (A). Seccionamiento de la muestra. (B). Siembra explantes en franco T25. (C). Migracion
de las células fuera del explante. Barra de escala 200 um. Aumento 4X.
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Subcultivo o pasajes: con el fin de expandir la poblacion de los fibroblastos, se
realizaron subcultivo o pasajes de las células para realizar los diferentes ensayos. Las
células se separaron con tripsina 1:250 (Gibco) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
5mM en una concentraciéon del 0,05%. La tripsina se neutralizd con soluciéon salina
tamponada con fosfato (PBS) suplementada con FBS al 10% y posteriormente, se
centrifugo a 120 rpm durante 5 minutos para obtener un sedimento celular que se
resuspendid en 1 mL de medio de cultivo fresco. Posteriormente, se realizé de forma
simultanea el conteo de células, y el ensayo de exclusion del colorante azul de tripano al
0,4% (Sigma) como se describe a continuacion:

Se colocd un cubreobjetos sobre la plataforma de conteo del hemocitdmetro de
Neaubauber y se adicionaron 10uL de la suspensidn celular previamente mezclada con
10uL de azul de tripano y se observé con un microscopio optico. Se conté el numero de
células en cada cuadricula y se calcul6 el promedio. Para estandarizar el procedimiento,
se excluyeron las celdas que tocaban los limites inferior o izquierdo de la cuadricula,
mientras que se incluyeron los limites superior y derecho de la cuadricula. Una vez se
calculd el promedio de células, este se multiplico por 1x10%, obteniendo asi el nimero de
células/mL, y el valor fue corregido con los factores de dilucién correspondientes para
obtener el numero total de células en la suspension. La viabilidad celular se establecio
con las tincién de azul de tripano, las células que absorbieron el colorante y se tifieron de
azul se consideraron como no Vviables; las células que no captaron el tinte y
permanecieron sin tefir se consideraron viables. Se calculo el porcentaje de viabilidad

celular usando la siguiente ecuacion:

células viables (%) = [1.00 (numero de células viables + numero total de células)] x 100.

Después del subcultivo, las células fueron criopreservadas. El sedimento de
células se resuspendié a una concentracién de 1x10® células/mL en medio de
criopreservacion asi: 60% DMEM sin suplementar, 30% de FBS y 10% de sulféxido de
dimetilo (DMSO) (Sigma). A continuacion, la suspension celular se colocd en viales
criogénicos y se almacenaron en cajas de policarbonato con cierre azul de polietileno de

alta densidad, que permiten cambios graduales de temperatura en un congelador de
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temperatura ultrabaja a -80°C. Posteriormente, los crioviales se transfirieron a nitrégeno
en fase liquida para almacenamiento a largo plazo a -180°C. Cuando fue necesario, las
células criopreservadas se recuperaron del almacenamiento y se descongelaron
rapidamente en un bano de agua a 37°C, y se diluyeron en 4 mL de DMEM al 20% de
FBS. Después de centrifugar a 120 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante fue removido
y el sedimento celular se resuspendié en DMEM con 10% de FBS y 1% de p/e y se
sembrd en un frasco T75. Las células fueron subcultivadas y expandidas siempre hasta
alcanzar un 75% a 80% de confluencia. Todos los procedimientos de cultivo de tejidos y
células se realizaron dentro de una campana de flujo laminar utilizando técnica aséptica.
Con el protocolo descrito se establecio el banco de células para los experimentos futuros.

Se emplearon células de los pases 3 a 6 para todos los experimentos.

5.8. Revestimiento de placas de cultivo con agarosa y cultivo tridimensional

El revestimiento de los placas de cultivo se realizé con una solucién fundida al 1%
(p/v) de agarosa RA™ (VWR Life Science). La agarosa fue disuelta en PBS estéril, y
posteriormente esterilizada en autoclave a 121°C por 20 minutos con una presion de 20
a 23 psi, y almacenada a 4°C hasta el momento de su uso. Previo al cultivo, se vertié de
10 a 20 uL de agarosa fundida con una pipeta Pasteur en los platos de cultivo de 24 y 96
pocillos con fondo plano, y se dejo gelificar a temperatura ambiente durante una hora,
mientras se expuso a la luz ultravioleta

Para realizar el cultivo de esferoides, las células se separaron de la superficie
adherente con una solucion de tripsina-EDTA al 0.05%, durante 4 minutos a 37°C. La
tripsina se neutralizé con PBS con FBS al 10% y se centrifugo a 120 rpm durante 5
minutos para obtener el sedimento celular, y resuspender finalmente en medio de cultivo
fresco. Las células se tifieron con azul de tripano al 0.4%, y se contaron en un
hemocitometro de Neubauer. Para generar los esferoides, se sembré una gota de la
suspension celular con la densidad de células apropiada para el ensayo, es decir 5x103
células/pocillo en platos de 96 pozos, y 3x10* células/pocillo en platos de 24 pozos, y se
agregé DMEM con 10% de FBS y 1% de p/e. Las células se incubaron a 37°C en una
atmésfera humidificada con 5% de COz2, y 95% de O. Se realizé cambio de medio a los
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cultivos en platos de 24 pozo 3 veces por semana en proporcion 1:1, y a los cultivos en
platos de 96 pozos se les cambio entre 60 uL y 80 uL de medio 3 veces por semana.
Los esferoides cultivados en platos de 96 pozos se utilizaron para la caracterizar
la formacion y morfologia de las estructuras multicelulares, y para realizar los ensayos de
inmunohistoquimica, asi como los andlisis ultraestructurales. Por su parte, los esferoides
cultivados en platos de 24 pozos se utilizaron para extraer RNA 'y realizar los analisis de

expresion génica.
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CAPITULO 3

6. Aislamiento de células, estandarizaciéon de cultivo 2D y caracterizacion de

fibroblastos gingivales primarios de defectos CL * P NS

Introduccioén

Tradicionalmente, “la mucosa bucal” se ha considerado el término mas comun para
referirse a las membranas de la cavidad bucal. Sin embargo, una descripcién mas precisa
es el término “mucosas bucales”. Este énfasis se debe a que hay tres tipos de tejidos que
son anatdémica, histolégica y funcionalmente diferentes: la mucosa especializada, la
mucosa de revestimiento y la mucosa masticatoria. Esta clasificacion corresponde
principalmente al tipo de epitelio que soporta la lamina propia, el cual puede ser
paraqueratinizado u ortoqueratinizado, no queratinizado, y especializado
respectivamente. Por lo tanto, la mucosa se especializa en cada una de las regiones de
la boca, cambiando sus caracteristicas histoldgicas. Esta especializacion le permite a la
mucosa ejercer diferentes funciones, dentro de las que se encuentran la proteccién
mecanica contra diferentes fuerzas, la accidon de barrera contra los microorganismos,
toxinas y otros antigenos, la intervencién en la defensa inmunitaria, tanto celular como
humoral, y la sensibilidad tactil, dolorosa y gustativa, debida a la rica innervaciéon de este
tejido (264).

En términos generales, la mucosa esta compuesta por una capa externa que
epitelio escamoso estratificado y una base de tejido conectivo mas profunda (lamina
propia), que se asemejan a la estructura de la epidermis y dermis de la piel, pero en
algunas zonas se puede encontrar una tercera capa denominada submucosa, que se
encuentra entre la lamina propia y el musculo o hueso subyacente. La lamina propia
contiene una poblacién heterogénea de fibroblastos que sintetizan y secretan al exterior
las fibras de Col, El y FN y el gel hidratado de glucosaminoglicanos, que conforma la
sustancia fundamental de este tejido conectivo y asi mismo, contribuyen a la

especificidad estructural y funcional de las membranas mucosas (265).
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Por lo tanto, se considera que anatomica y funcionalmente los hGF y los
fibroblastos mucoperiosticos forman nichos celulares especificos dentro de la lamina
propia de la mucosa masticatoria, esto incluye paladar duro, encia marginal, y encia
adherida (266).

Frecuentemente, los fibroblastos se definen por una combinacion de
caracteristicas morfolégicas, tales como la posicién en el tejido, la forma de huso in vitro,
ademas de la ausencia de marcadores de linaje de células epiteliales, endoteliales y de
leucocitos. La dificultad para definir los fibroblastos se debe en gran medida a la falta de
marcadores Unicos, que no se expresen en ningun otro tipo de células (267). Varias
moléculas de superficie se han utilizado comunmente con este fin, incluidos los
receptores alfa y beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF: PDGFRa
y PDGFRB), CD90 (Cluster de diferenciacion 90 o Thy-1), la proteina 1 especifica de
fibroblastos o0 S100A4 y vimentina (Vim). Sin embargo, ninguno de estos marcadores es
lo suficientemente especifico o amplio para toda la poblacién de fibroblastos (268). Alo
anterior se suma el hecho que los fibroblastos comparten caracteristicas similares a las
MSC, como ya se menciono.

Ahora bien, existen pocos estudios que caractericen los tejidos y células
craneofaciales afectados por hendiduras sindromicas o NS desde el punto de vista
molecular. Al respecto, Smane et al. (269) compararon por medio de inmunohistoquimica
la expresion de MMP-2, y TIMP- 2, asi como el proceso de apoptosis en individuos con
CL+P bilateral completo e individuos sanos. En el caso de CL+P, las células del tejido
conectivo presentaron mayor expresion de TIMP-2 y MMP-2, lo cual puede explicar en
parte la disminucién de la apoptosis local, y un posible aumento en la remodelacion del
tejido. Estos hallazgos, fueron confirmados posteriormente cuando se compararon
pacientes con CL+P unilateral completo, CL+P bilateral completo, e individuos sanos,
donde se demostrdé una mayor expresion de MMP-2, y TIMP-2 en individuos con CL+P
unilateral, y una expresién significativamente menor de MMP-9 y TIMP-4 en el CL+P
bilateral completo en comparacién con el CL+P unilateral. También, se ha identificado
una menor expresion de TGFB3 en el tejido conectivo de los pacientes afectados por
hendiduras (270).
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El estudio realizado por Krivka et al. (271) en individuos con CL+P primario y CP
se encontro alteracion en la expresion de BMP 2/4, TGF, y los receptores TGF tipo lll,
tanto en el tejido epitelial, como en el tejido conectivo de CP, y de FGFR1 en el CL,
reflejando de esta forma el compromiso de los tejidos en la malformacion, asi como la
relacion entre la sefializaciéon alterada de TGF y la etiopatogenia de las hendiduras
orofaciales. Adicionalmente, el analisis de GO reveldé cambios en la expresion de genes
implicados en el desarrollo esquelético, la proliferacion del mesénquima y la
polimerizacion de microtubulos. Por ultimo, Schoen et al. (272) informaron acerca de la
desregulacion de varios microRNA en cultivo de fibroblastos del paladar de pacientes con
CL+P NS y CP NS, sin embargo, este aspecto se debe investigar mas a fondo para
confirmar su importancia biologica.

Como se indico, algunos estudios clinicos han demostrado la capacidad de las
células de los defectos de CL+P para regenerar una mucosa palatina similar a la mucosa
normal, a pesar de la evidencia relacionada con las variaciones genéticas y fenotipicas
de los tejidos afectados (16,17). Por lo tanto, identificar y caracterizar poblaciones o
subpoblaciones de fibroblastos residentes en las mucosas bucales, especificamente en
la mucosa masticatoria dado el potencial regenerativo que se ha descrito para este tejido,
puede ayudar a explicar las propiedades biologicas de las diferentes mucosas bucales, y
ademas contribuir en el avance de la terapia celular y la ingenieria de tejidos

craneofaciales.

6.1. Materiales y Métodos

6.1.1. Evaluacién por microscopia éptica

Meétodo de aislamiento: previamente, y de acuerdo con la revision de la literatura
y la posible inmadurez que podia presentar el tejido objetivo se decidié realiza el
aislamiento de los hGF por el método de explante.

Suplementacion del medio de cultivo: se compararon dos concentraciones de FBS
para suplementar el medio de cultivo DMEM alto en glucosa, al 5% y 10%. Las células
obtenidas se sembraron en frascos de cultivo de 25cm? con 5mL de cada una de las
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concentraciones con una densidad de siembra de 100.000 células por frasco, el medio
se cambid tres veces por semana. Cada ensayo se realizo por triplicado y se hicieron las
observaciones a diario durante 7 dias con ayuda del microscopio. Lo anterior se hizo para
determinar en qué condiciones las células proliferaban mejor y formaban una monocapa
mas rapido, sin sufrir apoptosis o entrar en senescencia.

Tamario celular: los cultivos primarios en monocapa de hGF con una proliferacion
adecuada se observaron en un microscopio invertido Zeiss Axiovert 200, y se obtuvieron
imagenes por medio de una camara Axiocam erc5s acoplada al microscopio, y con el
software Zen 3.3 blue edition. Se realizaron las medidas de longitud y ancho de las células
de cinco cultivos primarios diferentes utilizando el programa de analisis de imagenes
ImagedJ v1.53h.

6.1.2. Ensayo de unidades formadores de colonias de fibroblastos (UFC)

Para realizar el ensayo de UFC las células fueron cutlivadas bajo las condiciones
estandar, ya descritas. El subcultivo se realizé con tripsina al 0.05% cuando las células
alcanzaron el 80% de confluencia. En platos de 6 pozos (diametro 35 mm) se sembraron por
triplicado células a baja densidad asi: 25, 50, 100y 150 células por pozo, y se realizé el cambio
de medio cada 2 a 3 dias. Alos 14 dias, se realizé la evaluacion de la eficiencia de formacion
de colonias. Los agregados con mas de 50 células se consideraron UFC y se contaron bajo el
microscopio invertido, mientras, que los agregados entre 10 y 50 células se contaron como
racimos o grupos. Posteriormente, se lavé con PBS cada pozo, y se realizo la tincion con cristal
violeta al 5% en PBS y con metanol al 10% durante 10 minutos. Finalmente, se realizé un
ultimo lavado a cada pozo con PBS, previo al registro fotografico de las colonias observadas
bajo el microscopio y con vision directa.

La eficiencia de formacion de colonias se consideré como el porcentaje de células
capaces de formar colonias y la capacidad de propagacién a baja densidad. Para ello, el
numero total de colonias se dividié entre el numero inicial de células sembradas y el resultado

se multiplicé por 100.
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6.1.3. Ensayo de cinética de proliferacion de hGF CL * P NS

Se seleccionaron tres pacientes de forma aleatoria entre los catorce pacientes,
que conformaron la muestra. Las células se cultivaron bajo las condiciones ya descritas,
y el subcultivo se realiz6 cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia.
Posteriormente, se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 5x103 células
por pozo por triplicado. El dia 1, 2, 3y 7 de cultivo se retiré el medio y se adicioné bromuro
de 3-(3,4 -dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazolio (MTT) (Invitrogen) disuelto en PBS a una
concentracion de 5 mg/mL y se incubé durante 4 horas a 37°C en atmosfera humeda con
5% de CO02. Transcurrido el tiempo de metabolismo del MTT, se agregd dodecilsulfato
soédico (Amresco) diluido al 10% p/v en acido clorhidrico al 0,01 M (SDS-HCL).
Finalmente, de 12 a 18 horas de incubacion se realizé la lectura con un espectrofotometro
Multiskan GO (Thermo Scientific) a 570 nm.

Con los datos obtenidos se realizaron las curvas de cinética de proliferacién. Para
ello, se calculé el numero de duplicacidon de la poblacién (PDN, por su sigla en inglés)
con la siguiente ecuacion: PDN = log N/No x 3,33, y el tiempo de duplicacion de la

poblacién (PDT, por su sigla en inglés) con la ecuacién PDT = CT/log N/ No x 3,33.

6.1.4. Caracterizacion por citometria de flujo de hGF CL * P NS

De nuevo, se seleccionaron dos pacientes de forma aleatoria para realizar la
caracterizacion por citometria de flujo. Se utilizaron 1.5X108 hGF CL+P en pase 5 para
realizar los analisis de citometria de flujo. Las células cultivadas en un 70% de confluencia
fueron recolectadas con Tripsina-EDTA al 0.05% y fueron resuspendidas en 2 mL de PBS,
para contar con 1X10° células. Posteriormente, las células se incubaron con 250 uL de
suero de cabra al 1% durante 5 minutos a 4°C, y se lavaron nuevamente en 2mL de PBS.
Se incubaron con anticuerpos conjugados, y los correspondientes isotipos como control
negativo (Invitrogen -Thermo Fisher Scientific) en una dilucion de 1:20 en la oscuridad
durante 20 minutos a 4°C. Los anticuerpos e isotipos empleados se presentan en la Tabla
4.
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Las lecturas y el analisis de resultados se realizaron con el citometro FACS Canto
Il Becton Dickinson de la Sede de Investigacion Universitaria de la Universidad de
Antioquia. Se adquirieron aproximadamente 10.000 eventos de la region que
corresponde a una poblacion celular con baja complejidad (Side Scatter) y tamaro
(Foward Scatter). Posteriormente, se realizd el analisis seleccionado de esta poblacion
para observar la expresion de antigenos de superficie para MSC de forma independiente,
por medio del programa Flow Jo v 10.7. Como control positivo se emplearon hGF de un

donante adulto, aislados con el mismo protocolo por el método de explante.

Tabla 4. Anticuerpos conjugados para caracterizacién por citometria de flujo

Marcador Conjugado Isotipo
CD73 PerCP+ Cianine 5.5 Mouse / IgG1 kappa
CD 90 FITC Mouse / IgG1, kappa
CD105 e- Fluor 450 Rat/ IgG2a, kappa
CD 34 PE Mouse / IgG1, kappa
CD 45 PE-CIANINA 7 Mouse / IgG1, kappa
CD 11b APC Mouse / IgG1, kappa
HLA-DR APC-H7 Mouse / IgG2a kappa

6.1.5. Caracterizacion por inmunocitoquimica de hGF CL * P NS

Los fibroblastos gingivales CL+P NS se sembraron en una densidad de 3 X10*
células sobre coverslip de 12 mm de diametro, y 0.27 mm de espesor en platos de 24
pozos, y fueron cultivados durante 48 horas aproximadamente hasta alcanzar una
confluencia del 70 al 80%. Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 20
a 30 minutos, se permeabilizaron con Triton X-100 en PBS al 0.25% durante 10 minutos,
y se bloquearon con albumina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS mas Tween 20 al
0.1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células se
incubaron con anticuerpos primarios especificos a 4°C durante toda la noche en las

concentraciones indicadas por el fabricante (Tabla 5).
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Finalmente, las células se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con
los anticuerpos secundarios: cabra anti-raton Alexa Fluor 594 (Abcam), y cabra anti-
conejo Alexa Fluor 488 (Abcam) en una dilucién de 1:1000. Los nucleos se tifieron con
DAPI y las células fueron montadas con Vectashield (Sigma Aldrich) durante 1 hora. Se
utilizé como control positivo la linea NIH/3T3, y como control negativo la linea MCF-7.
Las células tefidas se observaron bajo microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse
celular 80i) y las imagenes se adquirieron con la camara OptixCam Summit K2, y se
procesaron con el software libre Fiji/lmaged version numero 1.53c (plus) para realizar el

analisis cualitativo de expresion de los marcadores.

Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados para caracterizar hGF CL+/-P NS

Anticuerpo Tipo Marca Dilucién

Stro-1 Monoclonal Abcam 1:50
Vimentina (Vim) Monoclonal Abcam 1:100
Molécula de interaccion estromal 1 (Stim1) Monoclonal Abcam 1:50
Colageno 1, alfa 2 (Col1A2) Policlonal Proteintech ~ 1:1000
Actina de musculo liso (aSMA) Policlonal Proteintech 1:50
Integrina beta 1 (ItgB1) Policlonal Proteintech 1:50
Proteina activadora de fibroblastos (FAP) Monoclonal Promocell 1:50
Receptor beta del factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGFRp) Monoclonal Genetex 1:20

Como ya se menciond, para realizar este analisis, se seleccionaron de forma
aleatoria 7 de los 14 pacientes con CL+P NS, 5 hombres y 2 mujeres. Las caracteristicas
de los individuos se presentan en la Tabla 6. Las imagenes y los datos se obtuvieron de

tres experimentos representativos por cada una de las muestras.
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Tabla 6. Caracteristicas de la muestra de los esferoides CL+/-P NS

Paciente  Sexo Edad Fenotipo Tipo/Severidad
(meses) de la de la hendidura
hendidura

1 F 4.11 CL+P UI Il

2 M 3.17 CL+P UI Il

3 M 418 CL+P UI Il

4 M 4.0 CL+P UI Il

5 M 4.2 CL+P Primario Izquierdo I

6 F 10.15 CL+P Primario Derecho I

7 M 5.5 CL+P UI Il

Nota: Fenotipos de la hendidura: CL+P Ul: labio + paladar hendido unilateral izquierdo.
Tipo o severidad de la hendidura: Tipo I: labio y paladar primario hendido unicamente.
Tipo Il: labio, paladar primario y secundario hendidos.

6.1.6. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + desviacién estandar. Se realizo la prueba t de
Student para evaluar la significa de las diferencias, y se consideré el valor p< 0.05. El

analisis se realizé por medio del Software R.

6.2. Resultados

6.2.1. El método de explante es eficiente para aislar fibroblastos gingivales

Con el protocolo de explante que se definid se logro el aislamiento y expansion de
los hGF con éxito, a partir de una biopsia de la mucosa palatina de un tamafo minimo
para cada una de las muestras analizadas en este trabajo. El seguimiento de los cultivos
por microscopio invertido mostré que entre el dia 4 y 8 inicio la migracién de células
alrededor del explante, y el tiempo que transcurrié para alcanzar una confluencia

adecuada vy realizar el primer pase fue de 20 dias aproximadamente. Las células
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mostraron la morfologia caracteristica de los fibroblastos y no presentaron signos de
estrés o apoptosis (Figura 10A). Se obtuvo una alta viabilidad celular, en promedio del
90% Yy un alto nimero de células, aproximadamente 4X103 células por cm?. Durante, el
proceso de aislamiento del explante y en los subcultivos las células se adhirieron
facilmente al plato y su proliferacion dependia de la densidad de siembra y la
suplementacién adecuada. Se requirid6 un minimo de siembra de 100.000 células para
obtener una confluencia del 80% a los 7 dias de cultivo en frascos de 25 cm? (Figura 10B,
Figura 10C). Adicionalmente, cuando el cultivo alcanz6 el 100% de confluencia las
células comenzaron a estratificarse en el frasco de cultivo, y continuaban firmemente
adheridas al sustrato. Al adicionar tripsina al 0.05% solo se desprendié un numero escaso
de células. Esto significa, que las proliferacién de los hGF CL+P NS no se inhibié por
contacto y ademas las célula secretaron ECM.

Suplementaciéon del medio de cultivo: el primer dia de subcultivo se observé la
adhesion de un numero mayor de células en los cultivos en los que se utilizd
suplementacion del medio con FBS al 10%. Al tercer dia se observo mayor proliferacion,
y por lo tanto mayor confluencia de células en los cultivos con 10% de FBS, mientras que
las células cultivadas con 5% de FBS no lograron proliferar y ademas formaron pequefias
colonias aisladas unas de otras. Al séptimo dia se encontré que el crecimiento fue rapido
y las células alcanzaron un 80% de confluencia con FBS al 10% (Figura 10C), mientras
que las células cultivadas con 5% de FBS cambiaron la morfologia, extendieron el
citoplasma y adoptaron una forma estrellada sin aparente proliferacion, ademas algunas
células se desprendieron del plato de cultivo (Figura 10C).

De otro lado, se rescato la capacidad de proliferacion de las células cultivadas con
5% de suero con medio condicionado (DMEM de un cultivo celular del mismo individuo
con 10% de FBS). Esto fue comprobado de la siguiente manera, se tomaron 5 mL del
medio de cultivo de un frasco de células que fue suplementado con 10% de FBS de un
mismo individuo con una confluencia minimo del 60%, este se filtrd utilizando una jeringa
de 5 mL. El medio suplementado al 5% de FBS se retiré en su totalidad del frasco de
cultivo celular el dia 4 y se remplazé por el medio condicionado previamente filtrado. Se
realizo el seguimiento microscépico en las mismas condiciones y se observd que las

células lograron proliferar una vez se cambiaron al medio condicionado. El siguiente
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cambio de medio se realiz6 con FBS al 10% vy finalmente las células alcanzaron

confluencia aproximadamente el dia 10 de cultivo.

Figura 10. Estandarizacién de cultivo primario de hGF CL+/-P NS

A

Nota. (A). Dia 2 de cultivo de hGF CL+P NS con DMEM al 10% de FBS y una densidad de siembra
de 100.000 células. (B). Dia 4 de cultivo. (C). El dia 7 de cultivo alcanzaron un 80% de confluencia.
(D). Dia 3 de cultivo con DMEM al 5% de FBS, las células no proliferaron y entraron en senescencia.

Barra de escala 200um. Aumento 5X.

Morfologia celular. Bajo microscopia Optica, los hGF CL+P NS exhibieron la tipica
forma de huso o fusiforme en cultivo 2D, con un tamafo promedio de 7-10 um de ancho,
y 55 a 76 ym de longitud. Ademas, mostraron su capacidad para adherirse al plastico
como se observa en la Figura 11Ay en la Figura 11B. Por su parte, los fibroblastos de
los tejidos adultos, en términos generales se observaron como células de gran tamario,

que midieron entre 50 a 100 micras de longitud.
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Figura 11. Morfologia en cultivo 2D de los hGF CLP +/- P NS

A B

I

Nota. (A). Unidad formadora de colonias de hGF CL+P NS en dia 2 de cultivo. Se observan células
con morfologia fusiforme. (B). Cultivo en monocapa de hGF con la tipica forma de huso, dia 5 de

cultivo. Barra de escala 200um. Aumento 5X.

6.2.2. Los hGF CL * P NS forman colonias con baja densidad de siembra

En los cultivos en monocapa los hGF CL+P NS, mostraron una relacion directa
entre la cantidad de células sembradas, y el numero de colonias formadas. En este caso,
por cada 50 células se obtuvo de 4 a 5 UFC, alcanzando una eficiencia entre el 10% y
12%, tal como se observa en Figura 12A.

Adicionalmente, los hGF CL+P NS mostraron la capacidad de formar colonias a
través de los diferentes pases de cultivo y a baja densidad de siembra. Las colonias
estaban conformadas por numerosas células adherentes, con morfologia tipica de
fibroblastos, fusiformes, alargadas, con un citoplasma claro y un ndcleo ovalado central
con varios nucléolos, que identifican a la CFU, tal como se observa en la Figura 12B y la
Figura 12C, demostrando asi su capacidad de renovacion, y eficiencia de formacion de

colonias.
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Figura 12. Capacidad de formacién de UFC de hGF CL+/-P NS
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Nota. (A). Cantidad de UCF segun el niumero inicial de células sembradas. (B). Tinciéon de UFC con
cristal violeta bajo microscopio invertido. Barra de escala 200um. Aumento 5X. (C). Tinciéon de UFC

con cristal violeta.

6.2.3. El tiempo de duplicacion de la poblacién de hGF CL * P NS es variable entre

individuos

El célculo del PDN, y el PDT de los hGF CL+P NS, se realiz6 en los dias 1,
2, 3y 7 de cultivo. En general las células duplicaron su poblacién con una amplio rango
de diferencia en el tiempo, entre 19,8 horas, 52,56 y 68,16 horas. Por su parte, las curvas
de proliferacion celular con el método del MTT mostraron que en la fase de latencia (dia
1 a 3 del cultivo), el nUmero de células disminuy6 para los pacientes 2 y 6. En la fase de
crecimiento exponencial o de rapido crecimiento, todos los pacientes mostraron un

aumento en el numero de células de forma rapida especialmente los pacientes 6y 7,
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aunque el crecimiento del paciente 2 también fue progresivo, pero menos marcado que
los pacientes 6 y 7. En la Tabla 7 se muestra el calculo del numero y el tiempo de doblaje
de la poblacion y en la Figura 13 se pueden observar las curvas de proliferacion celular

de los pacientes evaluados.

Tabla 7. Numero y tiempo de duplicacién de la poblacion hGF CL+/-P NS

PDN PDT

Paciente ““1'qia  2dias 3dias 7dias 1dia  2dias 3dias 7 dias

2 0,48 0,91 1,88 2,59 2,08 2.19 1.59 2.70
6 0,17 0,68 1,81 3,04 5,93 2,84 1,66 2,30
7 1,42 1,70 1,96 3,37 0,70 1,18 1,53 2,08

Nota: PDN: numero de duplicacion de la poblacién. PDT: tiempo de doblaje de la poblacion.

Figura 13. Curva de proliferacion de hGF CL+P NS
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6.2.4. Los hGF CL * P NS son células con baja granularidad y tamano pequeno

que expresan marcadores de superficie de MSC

Al comparar, el tamafio (Forward Scatter) y la granularidad celular (Side Scatter),
se observo en el DotPlot, que los hGF CL+P NS conformaron una poblacién celular con
menor tamafno y complejidad, es decir con menor cantidad de granulos u organelos
citoplasmaticos (Figura 14A), en relacién con fibroblastos aislados de un paciente adulto
sano que sirvio como control (Figura 14B). Estos resultados apoyaron los datos del

analisis morfolégico que se realizé por microscopia optica.

Figura 14. Dispersion lateral vs. dispersion frontal: hGF CL+/-P vs. hGF adulto sano
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Nota: (A). hGF CL+P NS. (B). hGF de adulto sin hendidura orofacial.

El analisis por citometria de flujo de los hGF reveld una fuerte expresion de los
antigenos de diferenciacion de timocitos-1 (CD90), CD73 (ecto-5"-nucleotidas), asi como
una elevada expresion del receptor de matriz CD105 (endoglina, SH2) y, ademas, fueron
negativos para CD34, CD45, CD11b; y HLA-DR, similar a las MSC. En la Figura 15A. se
muestra el porcentaje de células que expresaron cada uno de los antigenos de superficie

de MSC, y los correspondientes isotipos control en la Figura 15B.
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Figura 15. Expresion de marcadores de MSC en hGF CL+/-P NS
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Nota. Expresion de marcadores de superficie por citometria de flujo en hGF CL+P NS. (A). Expresién de
CD73, CD105 y CD 90. (B). Expresién negativa de HLA-DR, CD34, CD45, y CD11b
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6.2.5. Los hGF CL * P NS expresan marcadores de células quiescentes de linaje

mesenquimal en cultivo 2D
Los hGF CL+P NS en cultivo 2D expresaron el siguiente panel de marcadores por
inmunocitoquimica: Vim, Col1A2, ItgB1, PDGFRB y aSMA, tal como se observa en la

Figura 16.

Figura 16. Conjunto de marcadores con expresion positiva en hGF CL+/-P NS

Nota: Tinciéon de inmunofluorescencia que indica el linaje mesenquimal de los hGF CL+P NS. Tincion
de nucleos con DAPI. Barra de escala 200um. Aumento 10X. Los datos se obtuvieron de tres

experimentos independientes.
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Los marcadores seleccionados fueron uniformemente expresados, y aunque
ninguno de estos es especifico para identificar fibroblastos, la expresion colectiva puede
caracterizar una subpoblacion de hGF primarios. Adicionalmente, en la Figura 17 se
muestra la expresion negativa de los marcadores FAP, STIM1 y Stro-1 para las células

en cultivo en monocapa.

Figura 17. Marcadores negativos de hGF CL+/-P NS

Nota: Tincién de inmunofluorescencia que indica el estado de células quiescentes y diferenciadas de los

hGF CL+P NS. Tincién de nucleos con DAPI. Barra de escala 200um. Aumento 10X. Los datos son

representativos de tres experimentos independientes.

6.3. Discusion

La evidencia actual ha demostrado que los fibroblastos residentes en los érganos

y tejidos tienen un papel pro-regenerativo intrinseco al modular el microambiente para si

mismas y/o para las MSC (225). Por lo tanto, se planted en la presente investigacion
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aislar y caracterizar hGF de individuos con CL+P NS para posibles aplicaciones en
enfoques de medicina regenerativa craneofacial.

De otro lado, aunque las MSC se consideran una fuente ideal para la terapia
celular, aun presentan inconvenientes para su aplicacion clinica. En primer lugar, las MSC
son células escasas en los tejidos adultos, por lo tanto, se requiere generar dosis
terapéuticamente relevantes (1-2 millones/kg) consecuentemente, las MSC se someten
a una gran cantidad de divisiones celulares in vitro aumentando la posibilidad de
mutagénesis y la pérdida de actividad. En segundo lugar, las MSC implantadas migran a
sitios distantes del tejido receptor, lo cual sugiere que el mecanismo por el cual las MSC
favorecen la regeneracion tisular consiste en reclutar y/o modular células locales, es decir
un efecto paracrino potente. Por ultimo, la inestabilidad en el potencial regenerativo de
las poblaciones de MSC se ha relacionado con el “nicho de células madre” en el destino
celular, donde intervienen la variabilidad genética y/o alteraciones epigenéticas
(104,105).

En la presente investigacion se establecio un protocolo de explante que permitié el
aislamiento y cultivo de hGF primario a partir de una pequefia biopsia de la zona de las
rugas palatinas de individuos con CL+P NS. Aislar células primarias por este método
tiene varias ventajas cuando se compara con el aislamiento enzimatico, dentro de estas
se incluyen: eliminar el estrés proteolitico de las células, menor riesgo de contaminacion
bioldgica, utilizar menos derivados enzimaticos en el proceso de aislamiento, asi como la
inclusion de factores de crecimiento para la expansion, lo cual se refleja en el uso de un
protocolo mas asequible, por su menor costo. Adicionalmente, si se considera la creacion
de un producto para la ET o para terapia celular se debe evitar el uso de productos
xenogenicos; por lo tanto, para posteriores estudios se propone analizar el uso de suero
humano obtenido del mismo donante, o de lisado plaquetario para sustituir el suero
animal (210).

Para su proliferacion y supervivencia durante el proceso de expansion, los hGF
CL+P NS necesitaron la suplementacion del medio de cultivo con 10% de FBS (Figura
10A, Figura 10B, Figura 10C). Estos resultados son similares a la investigacion de
Simancas et al. (274), donde se demostr6 en cultivo de hGF, que al emplear

concentraciones menores al 10% de FBS, se afectd la proliferacion y la morfologia de los
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fibroblastos. Por lo tanto, los hGF CL+P NS demostraron ser dependientes de los factores
de crecimiento, hormonas y otras moléculas presentes en el suero, sin embargo, esta
deficiencia se logro suplir cuando se utilizé medio condicionado (DMEM suplementado al
10% del cultivo celular del mismo donante)

Como se esperaba, en condiciones estandar de cultivo 2D los hGF CL+P NS
presentaron caracteristicas morfolégicas y fenotipicas similares a las MSC, a pesar de
exhibir menor tamafio y granularidad que los hGF de adulto (Figura 14). Los hGF CL+P
NS se adhirieron al plastico, exhibieron la tipica morfologia en huso y demostraron la
capacidad de formar colonias a baja densidad de siembra (Figura 11, Figura 12). Asi
mismo, expresaron los marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90, pero no CD45,
CD34, CD11b, ni marcadores de superficie HLA-DR (Figura 15). Estos resultados son
muy similares a las investigaciones de Denu et al. (113) y Smirani et al. (275).

Adicionalmente, el tiempo de duplicacion de los hGF CL+P NS fue variable entre
los individuos. El paciente 7 mostré una tasa de crecimiento rapido con un tiempo de
duplicacion de 18,9 horas, mientras que, los pacientes 2 y 6 mostraron tasas de
crecimiento mas lento con tiempos de duplicacion de 52,56 y 68,16 horas
respectivamente (Tabla 7). Sin embargo, durante la fase de crecimiento exponencial
todos los individuos mostraron un rapido aumento en el numero de células demostrando
asi, una expansion in vitro eficiente (Figura 13). Estos resultados sugieren que los hGF
CL+P NS son altamente sensibles a los efectos de la tripsina, sin embargo, tienen la
capacidad de reensamblar su adhesoma y adaptarse a las condiciones de cultivo 2D para
proliferar. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que la tripsina puede afectar la
expresion de los marcadores de membrana y la viabilidad celular (210).

Pese a la limitacion del tamafo muestral, los resultados de proliferacion celular de
la presente investigacion son comparables con los de la investigacion de Saeed (276).
En este caso, el autor también encontré tiempos de proliferacion de hGF CL+P NS
variables entre los individuos, pero esta no se vio influencia por el fenotipo en las
hendiduras unilaterales. Sin embargo, el analisis de la expresion de genes relacionados
con la proliferacién celular y/o el ciclo celular, tales como MCM2, MK167 y PCNA en hGF
de paciente con CL+P NS aumenté. Mientras que, en hGF aislados de pacientes con
hendiduras bilaterales, un fenotipo mas severo que el CL+P unilateral, se redujo
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significativamente la expresion de MCM2 y de MK167. Esto quiere decir que, el aumento
o la disminucién de la proliferacion celular puede estar relacionada con la gravedad o
severidad de la hendidura. Por lo tanto, es necesario investigar la regulacion del ciclo
celular y la proliferacién en pacientes con CL+P NS.

De acuerdo con los resultados de esta investigacion los hGF CL+P NS
demostraron tener una capacidad clonogénica alta (Tabla 7) muy similar a los resultados
obtenidos por Nguyen y Pham (277) en hGF de pacientes adultos sanos, Adicionalmente,
los hGF presentan una capacidad clonogénica superior a las MSC de medula ésea de
acuerdo con Tomar et al. (278). Resumiendo, los hGF CL+P NS demostraron una
adecuada capacidad de autorrenovacién, supervivencia y proliferaciéon, caracteristicas
necesarias para aplicaciones en medicina regenerativa.

Asi mismo, es importante considerar que aun no se han logrado estandarizar
marcadores celulares para identificar fibroblastos. Al respecto, Jiang et al. (268)
y LeBlue y Neilson (279) estan de acuerdo en que los fibroblastos expresan una serie de
marcadores mesenquimales que comparten con otros tipos de células tales como
neuronas, células inmunitarias y otras células no mesenquimales. Esto quiere decir, que
ninguno de los marcadores que se ha propuesto hasta el momento es totalmente
especifico para fibroblastos, y por lo tanto se requiere de multiples marcadores para
identificar subpoblaciones de células teniendo en cuenta la especificidad tisular. En esta
investigacion, se propone un panel de marcadores que puede ser util para identificar la
poblacién de hGF de otras poblaciones de fibroblastos de las mucosas bucales.

Los hGF CL+P NS en cultivo 2D expresaron los marcadores Vim, Col1A2, ItgB1,
PDGFRB y aSMA (Figura 16). A pesar, que la expresion de aSMA se ha relacionado con
una posible adaptacién del citoesqueleto durante el cultivo 2D y con poblaciones de
fibroblastos activados o miofibroblastos, en esta investigacion los hGF CL+P NS fueron
positivos de manera consistente para aSMA. Este marcador se distribuyé de forma
homogénea e intensa en el compartimento intracitoplasmatico. La expresiéon de aSMA
en poblaciones de hGF fue reportada previamente por Glim et al. (163), Vescarelli et al.
(173), y Lygoe et al. (174) quienes demostraron que los hGF tienen una expresion
constitutivamente mayor de aSMA en comparaciéon con los hDF y los hLMF y
adicionalmente, que la modulacion que realizan los hGF de aSMA durante los procesos
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de curacion de heridas se relacion con una mejor capacidad regenerativa de la mucosa
masticatoria frente a la mucosa de revestimiento y a la de la piel (275).

Por su parte, la Vim el principal componente estructural de los filamentos
intermedios del citoesqueleto de células del linaje mesenquimal, también se expresa en
las células endoteliales, astrocitos y células de tejidos linfoides. Los hGF CL+P NS
expresaron de forma uniforme Vim. Este resultado, coincide con el estudio realizado por
Goodpaster et al. (280) quienes informaron mediante inmunotincion cuantitativa una
intensidad de tincion del 100% para Vim en hDF y fibroblastos de pulmdn en comparacion
con monocitos/macrofagos, células de glioma y células de osteosarcoma. Vim, es
responsable de funciones biolégicas como la contraccidén, migracién, proliferacién y
diferenciacion celular, asi como la resistencia al estrés mecanico. Por lo tanto, Vim
participa en la mecanotransduccién y la remodelacién de la ECM funciones tipicas de los
hGF durante la cicatrizacion de heridas y la regeneracion de tejidos. Adicionalmente, la
Vim media procesos celulares como la EMT y facilita que las células se adapten al estrés
oxidativo (281).

El aumento en la expresion de ItgB1 se relaciona con eventos celulares como la
mecanotransduccion y la diferenciacion de hGF. Van Beurden et al. (282) informaron una
mayor expresion de ItgB1 en hGF de heridas de la mucosa en comparacién con los hGF
de tejidos sanos, asi demostraron un cambio de fenotipo para los hGF pasando de un
estado inactivo a uno activado, que ademas se asocio con la produccion de Col1 durante
el proceso de curacion de heridas de la mucosa palatina. Los hGF CL+P NS expresaron
de forma positiva y homogénea tanto el Col1A2, como ltgB1 (Figura 16). Sin embargo,
es importante recordar que estos marcadores también se expresan en otras células
mesenquimales como condrocitos, osteoblastos y miofibroblastos.

A lo anterior, se suma que los hGF CL+P NS también fueron positivos para el
PDGFR, y de forma similar al resto de marcadores se expreso de forma homogénea en
la membrana citoplasmatica. El PDGFR juega un papel importante en la produccion de
ECM y la migracién celular, por lo tanto, es importante en procesos como la reparacién
de los tejidos. Consecuentemente, modular la expresién del PDGFRB en hGF puede
favorecer procesos regenerativos, tal como lo demostraron Smirani et al. (275) en
cocultivos de células endoteliales de vena umbilical humana y hGF primarios.
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Adicionalmente, se indago el estado de actividad o quiescencia de los hGF CL+P
NS, por medio de la expresion de FAP. En esta investigacion, los hGF en cultivo 2D no
expresaron la proteina FAP. Este resultado, es coherente con la investigacion que de
Avery et al. (115) quienes demostraron que la composicion y la rigidez de la ECM, asi
como el TGFB especifican subconjuntos de fibroblastos activados FAPH/Low /o
aSMALewHi  En esta investigacion, se evidencio que el cultivo de hGF en un sustrato
rigido como el poliestireno indujo el fenotipo FAP negativo y aSMA positivo, teniendo en
cuenta que los hGF tienen una mayor expresion basal para este ultimo marcador.

Asi mismo, se evalué la expresion de STIM1, el cual es un sensor de varios tipos
de estrés celular y ademas actiia como el principal sensor de las reservas de calcio (Ca?*)
en el reticulo endoplasmatico. STIM1, también forma parte de la via de entrada de Ca?*
operada por almacenamiento (SOCE, por sus siglas en inglés), la cual es ubicua en las
células y fundamental para funciones esenciales como la diferenciacién celular (283). En
condiciones de cultivo 2D estandar los hGF CL+P NS fueron negativos para STIM1, lo
cual indican un estado de hemostasis o inactividad celular.

También, se indago la expresion de Stro-1 con el propdsito de establecer la
presencia de una subpoblacion de MSC con mayor capacidad de proliferacion y
diferenciacion osteogénica en los cultivos de hGF CL+P NS. De acuerdo con la
investigacion de Ranga y Subbarayan (284), Stro-1 se expresa en una poblaciéon de
células mesenquimales indiferenciadas de la encia. Sin embargo, en la presente
investigacion la inmunotincion de los hGF CL+P NS mostro que las células eran negativas
para Stro-1, lo cual sugirié que las células aisladas correspondian a una nicho de células
diferenciadas. Estos resultados son coherentes con la investigacion de Yang et al. (285)
donde se informd un nivel de expresidon de Stro-1 inferior al 10% en MSC cultivadas con
DMEM o aMEM en cualquier pase. Adicionalmente, Stro-1 tiende a desaparecer
rapidamente durante la expansion in vitro.

Igualmente, es importante considerar que se han identificado al menos 350 genes
candidatos potencialmente relacionados con la etiologia de las hendiduras
craneofaciales, asi como la desregulacion de la expresidon de varios miRNA (238,239).
Varios de estos genes y miRNA codifican y regulan la expresion de factores de

transcripcion, factores de crecimiento y algunos estan involucrados en la sefializacion
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celular y el metabolismo de nutrientes y xenobidticos (286, 287). Hasta el momento,
ninguno de los marcadores que se utilizé en esta investigacion para identificar hGF se ha
relacionado con la etiopatogenia del CL +P NS. Por lo tanto, se considera que la expresion
de estas moléculas en hGF CL +P NS es similar a la expresién en hGF de pacientes sin
hendiduras.

Para concluir, la mucosa masticatoria es una fuente valiosa de células autdlogas
para la medicina regenerativa como se ha reportado en varias investigaciones. Asi
mismo, el fenotipo de los fibroblastos depende del método de extraccion del tejido y de
las condiciones de cultivo. En esta investigacion, se estandarizé un protocolo para el
aislamiento, cultivo y expansion de hGF primarios los cuales exhibieron un linaje
mesenquimal y caracteristicas fenotipicas similares a las MSC. Adicionalmente, y
teniendo en cuenta que aun no se ha logrado identificado un marcador especifico para
fibroblastos, se propone que en conjunto los marcadores Vim, Col1A2, IntB1, PDGFRB y

aSMA son potencialmente utiles para identificar poblaciones de hGF.
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CAPITULO 4

7. Cultivo y caracterizacion de esferoides de fibroblastos gingivales humanos
CL*PNS

Introduccioén

Ademas del papel bien conocido de los fibroblastos en el mantenimiento y
homeostasis y la remodelacién de la ECM después de una lesion, esta surgiendo una
nueva perspectiva sobre el papel pro-regenerativo de los fibroblastos residentes. En este
contexto, los fibroblastos pueden actuar de manera intrinseca o modulando el
microambiente del nicho de células madre de varias formas: 1) sintetizando componentes
matricelulares, tales como, factores de crecimiento o mitdégenos, 2) activando vias de
sefnalizacion, por ejemplo, Wnt, Hedgehog, y acido retinoico, 3) proliferando en un
periodo de tiempo temprano y restringido de la lesion, y 4) creando el andamio que guie
la regeneracion y la inmunomodulacion (273).

El modelo de cultivo 3D estimula las capacidades innatas de las células para
reestablecer su ambiente a través de contactos célula-célula, célula-ECM, y de auto
ensamblar redes complejas que permiten evidenciar comportamientos celulares similares
a los que ocurren in vivo. Debido a las caracteristicas de imitar a los tejidos nativos, los
esferoides se consideran un enfoque prometedor para la terapia celular y la TE (288).

La formacién de esferoides celulares implica el establecimiento de enlaces
complejos homo/heterogéneos de moléculas de adhesién celular, proteinas de la ECM e
integrinas, a través de diferentes fases que incluye la agregacion, compactacién y
formacion del esferoide a través del autoensamblaje sin necesidad de estimulos
adicionales dependiendo del tipo celular. El aumento de la expresion de E-cadherina,
actina y microtubulos es esencial para la formacion de esferoides e impulsa las dos
primeras fases: agregacion y compactacion, mientras que los microtubulos y las FAK
estan involucrados en la fase de formacién o maduraciéon. Posteriormente, la produccién

y sintesis de una ECM enddgena, ademas de la reorganizacion de las células y la
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migracion en la ECM son los principales eventos en la maduracion del esferoide celular
(289).

Por otro lado, la reorganizacion de las células dentro de los esferoides, que
conduce a su condensacion es responsable de la disminucion del tamafio con el tiempo
y se debe principalmente a la disminucién continua en el diametro de las células
individuales, lo que podria ser consecuencia de la adaptacién del citoesqueleto (290).

Asi mismo, se ha descrito en la literatura que el microambiente y estructura de los
esferoides presenta diferentes regiones: la zona de células proliferativas que se ubica
hacia la periferia, la zona de células inactivas o quiescentes, que corresponde a una zona
intermedia entre la zona proliferativa, y la zona central de hipoxia. En consecuencia, el
esferoide presenta diferentes tasas de transporte masivo de nutrientes, oxigeno (O), ATP,
desechos, CO2 y lactasa. Las concentraciones de O, glucosa y factores de crecimiento
disminuyen hacia el interior de los esferoides, mientras que el CO2z y los metabolitos se
acumulan en la zona central del agregado celular en esferoides mayores a 500 ym (291).

Por lo tanto, el diametro del esferoide es una variable importante a tener en cuenta
al traducir este enfoque al uso clinico. Si bien los esferoides de MSC se pueden formar
con diametros de hasta 600 um sin un nucleo hipéxico, los esferoides formados por otras
células pueden ser mas vulnerables a las limitaciones en el transporte de nutrientes (292).
Al respecto, Langan et al. (293) compararon esferoides de diferentes tamanos formados
a partir de la linea de fibroblastos de ovario de trucha arco iris RTG-2, e identificaron que
los esferoides de mayor tamafo tenian areas mas grandes de necrosis en el centro
debido a la baja concentracidn de oxigeno, ademas en su estudio el mejor tamaro de
esferoide estuvo alrededor de 150 a 100 um de diametro, es decir no presentaron
limitaciones en la disponibilidad de oxigeno.

El niumero de células por esferoide también representa un elemento importante en
el disefio de enfoques en cultivos 3D. El tamano de los esferoides se puede optimizar
modulando la densidad inicial de células sembradas. Adicionalmente, el tipo de célula 'y
la presencia de aditivos en el medio de cultivo tienen un gran impacto en la formacion de
esferoides. La optimizacién de los protocolos permite controlar el tamano y la forma de
los agregados celulares, y mejora la reproducibilidad de la técnica, de esta manera se
logran formar esferoides mas uniformes y esféricos (294).
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Se ha descrito ampliamente en la literatura, que el cultivo de esferoides induce
cambios en el metabolismo celular, hacia la glucolisis vs. la fosforilacién oxidativa (295).
Los cambios en el metabolismo celular, asi como los cambios en la forma, el
establecimiento de uniones célula- célula y la arquitectura del citoesqueleto generados
por la organizacion 3D, pueden regular el estado epigenético y la senalizacion celular
para promover cambios en el destino celular, (296). Por lo tanto, el cultivo 3D, es una
estrategia que proporciona condiciones biofisicas y bioquimicas adecuadas, tanto para
la activacidon de vias de sefializacibn, como para la reprogramacion celular de
fibroblastos, de acuerdo con las investigaciones realizadas recientemente por Lo et al.
(228), Li et al. (246) y Roy et al. (247, 248) ya descritas.

Caracterizar esferoides celulares es necesario para extraer datos biolégicos
relevantes del modelo, asi como para la seleccién y estandarizacion de técnicas, métodos
y protocolos para la validacion de esferoides en ensayos preclinicos. Actualmente, se
emplean una variedad de técnicas para estudiar las caracteristicas de los esferoides,
tales como: la morfologia, la topografia, el tamafio, la organizacién celular, la expresion
de proteinas y genes, los patrones del ciclo celular entre otras, asi como el modelado

matematico para predecir su tamafio (249).

7.1. Materiales y Métodos

7.1.1. Evaluacion por microscopia optica

Para realizar este analisis, se cultivaron esferoides de los mismos 7 pacientes con
CL+P NS que se seleccionaron para caracterizar por inmunocitoquimica en cultivo en
monocapa, y que se relacionaron en la Tabla 6.

Después de realizar el recubrimiento con agarosa en un plato de 96 pozos se
sembraron 5X103 células por pozo, para un total de 60 esferoides por paciente. En los
pozos ubicados en los bordes de cada plato se adiciono PBS, para tener en cuenta la
evaporacién del medio y el efecto de borde. La morfologia de 18 a 20 esferoides
seleccionados aleatoriamente en cada plato se monitoreo cada 24 horas durante diez

dias. Las imagenes de microscopia Optica se adquirieron con un microscopio invertido
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Zeiss Axiovert 200 (Carl Zeiss) equipado con una camara AXIOCAM ERC5S (Micron
CMOS Far sensor, 2,2 ym x 2,2 uym pixel size, 8 Bit/Pixel; Carl Zeiss). Se utilizo el software
ImagedJ v1.53h de cddigo abierto, para realizar las medidas del diametro, area, perimetro,
solidez y redondez por un solo investigador y bajo protocolo, con el propésito de evaluar

el comportamiento del tamafo de los esferoides a través del tiempo de cultivo.

7.1.2. Inmunohistoquimica

Los esferoides de fibroblastos gingivales CL+P NS se cultivaron en un plato de 96
pozos con una densidad de 5X103 células por pozo entre 2 a 7 dias. Para su
procesamiento, se aislaron, lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4%
durante 45 minutos, fueron permeabilizados con Tritdn X-100 en PBS al 0.25% durante
30 minutos, y se bloquearon con albumina de suero bovino (BSA) al 1% en PBS mas
Tween 20 al 0.1% durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se
incubaron con los mismos anticuerpos primarios empleados para la caracterizacion del
cultivo 2D a 4°C durante toda la noche con algunos cambios en las diluciones asi: Stro-1
(1:50), Vim (1:1000), STIM1 (1:50), Col1A2 (1:1000), aSMA (1:100), ItgB1 (1:50), FAP
(1:150), y PDGFRp (1:20). Finalmente, los esferoides se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con anticuerpos secundarios cabra anti-raton Alexa Fluor 594
(Abcam) y cabra anti-conejo Alexa Fluor 488 (Abcam) en una dilucion 1:1000. Los
nucleos se tieron con DAPI y los esferoides se montaron con Vectashield (Sigma Aldrich)
por lo menos 1 hora antes de su visualizacién bajo microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse 80i). Las imagenes se obtuvieron con la camara OptixCam Summit K2 y se
procesaron con el software libre Fiji/lmaged v1.53c (plus) para realizar el analisis
cualitativo de expresion de los marcadores. Las inmunotinciones de los esferoides se

realizaron por triplicado, y como minimo en tres experimentos independientes.
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7.1.3. Microscopia electronica de barrido, espectroscopia de energia dispersada y

electrones dispersados

Los esferoides fueron cultivados en placas de 96 pozos con una densidad de
siembra de 5X103 células, y aislados durante diferentes dias de incubacion (del dia 3 al
dia 21). Para estos analisis, se cultivaron y procesaron esferoides de la mayoria de los
pacientes seleccionados previamente. Los esferoides se lavaron dos veces con PBS,
antes de ser fijados durante toda la noche en glutaraldehido al 2,5% en solucion tampdn
de fosfato de Sorensen (pH 7,2).

Una vez fijados, los esferoides se lavaron de nuevo con PBS, y a continuacién, se
deshidrataron por completo en una serie graduada de soluciones de etanol del 50% al
100% y finalmente se secaron. Las muestras se llevaron a una cinta de grafito, y fueron
recubiertas con oro para el analisis en un microscopio electrénico de barrido (SEM, por
su sigla en inglés) de alto vacio (Denton Vacuum Desk |IV) para obtener imagenes de alta
resolucidon. Posteriormente, se seleccionaron zonas de interes de los esferoides de
acuerdo con el analisis topografico realizado previamente en el SEM, para realizar la
caracterizacion quimica de microparticulas por medio de espectroscopia de rayos X de
dispersion de energia (EDS, por su sigla en inglés). Se identificaron las concentraciones
en peso expresado en porcentaje de los elementos quimicos presentes en las diferentes
zonas de interés de los esferoides. Para finalizar, se realizé el analisis por electrones
retrodispersados (EB, por su sigla en inglés) en zonas especificas de los esferoides, y de
acuerdo con el analisis de EDS previo. Se utilizaron las mismas muestras para todos los

analisis.

7.1.4. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Con el propdsito de identificar los componentes basicos estructurales, asi como la
conformacién de las moléculas bioldégicas mas relevantes en la superficie de los
esferoides hGF CL+P NS se realiz6 en analisis por espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR; por su sigla en inglés). Para ello, los esferoides
seleccionados se cultivaron con una densidad de 5X103 células durante 21 dias en dos
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platos de 96 pozos. La totalidad de los esferoides fueron aislados y fijados en
glutaraldehido al 2,5% en solucién tampoén de fosfato de Sorensen (pH 7,2) durante una
hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados en PBS, fueron llevados a una
lamina portaobjeto y secados en horno de aire seco a 50 °C durante 24 horas. Los
anadlisis se realizaron en un espectrometro infrarrojo Shimadzu [|RAffinity-1s del
laboratorio de Biopolimeros de la Universidad de Antioquia. Las muestras fueron
suspendidas en pastillas de bromuro de potasio (KBr) grado espectroscopico, y se
analizaron por transmitancia en el rango de nimero de onda de 500 a 4000 cm-' con una

resoluciéon de 4 cm-"y 16 barridos por muestra.

7.1.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante el software R. Se hizo un analisis
descriptivo de medidas de tendencia central, para lo cual se calculo el valor promedio de
las variables para cada uno de los paciente durante el tiempo de observacion establecido.
Para determinar la existencia de diferencias significativas entre pacientes para cada dia
de cultivo se realiz6 la prueba ANOVA de una via, junto con el test Kruskal-Wallis y el test
de Levene. La comparacion de medias se realizé con el test de Dunnet y el método de
Bonferroni. Los datos se presentan como la media £ desviacion estandar. La significancia

estadistica se fijé en un valor p< 0.05.

7.2. Resultados

7.2.1. Los hGF CL * P NS formaron esferoides espontaneos con la técnica de

superposicion de liquidos

Veinticuatro horas después de la siembra, las células se ensamblaron
espontaneamente en agregados celulares de forma irregular, y en la mayoria de los casos
a partir de las 48 horas iniciaron el proceso de compactacion del esferoide. Por lo tanto,
debido a la variabilidad individual observada entre las 24 a 48 horas de cultivo, la

evaluacioén de los cambios morfoldgicos se realizé a partir de las 48 horas y hasta el dia
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10 de cultivo donde se observé un agregado altamente denso. En la Figura 18. se
describen las etapas de formacion vs. el tiempo de cultivo de los esferoides.

En general, las células formaron un unico esferoide en el pozo; sin embargo,
algunas de las muestras formaban esferoides satélites, que se caracterizaron por tener
un menor tamano, pero que finalmente se incorporaron en el esferoide principal. También,
se evidenciaron cambios en el tamafio y forma a través del tiempo de cultivo, hasta que
los esferoides adquirieron un tamafo estable, alrededor del dia 4 de cultivo. Finalmente,
todas las muestras incluidas en la investigacion formaron estructuras esferoidales con la

técnica de superposicién de liquidos, y bajo las mismas condiciones de cultivo.

Figura 18. Etapas y cambios morfoldgicos de los esferoides hGF CL+/-P NS

¥

Nota. Dia O: siembra de la suspension celular. Dia 2: 24 a 48 horas, etapa de agregacion celular. Dia 3:
etapa de condensacién, formacion de un esferoide celular denso. Dia 4 a 5: etapa de compactacién
esferoidal. Dia 6 a 10: esferoide maduro. Barra de escala 200 ym. Aumento 5X.
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Con el fin de evaluar la morfologia y el comportamiento de las estructuras
esferoidales a través del tiempo de cultivo, se calculé la media para las variables:
diametro, area, perimetro, redondez y solidez de 20 esferoides en promedio para cada
uno de los pacientes durante los dias 2 a 10 de cultivo tal como se muestra en la Figura
19. En términos generales, se evidencio una disminucion en el diametro, el area y el
perimetro esferoidal a través del tiempo, con una tasa global de disminucién del diametro
esferoidal del 28.5% durante los 10 dias de cultivo. Asi mismo, el diametro y el area
esferoidal mostraron una tendencia a estabilizarse el dia 4 de cultivo para todos los
pacientes, sin diferencias estadisticamente significativas (valor p<0.05). El diametro
promedio que se observo el dia 4 fue de 290,6 + 37,4 uym, es decir que se consideran

esferoides de un tamano medio.

Figura 19. Tiempo de cultivo vs. morfologia de esferoides hGF CL+/-P NS
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Nota. Cambios morfoldgicos en los esferoides en: (A). diametro, (B). area, (C). perimetro (D), redondez y

(E). solidez. Densidad de siembra 5.000 células.
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El perimetro como indicador de la rugosidad de la superficie disminuyd de forma
importante el dia 3, y se mantuvo constante durante el periodo de cultivo restante para la
mayoria de los pacientes, excepto para el paciente 3 el cual aumento durante los dias 4
a 6 y el dia 10 presento nuevamente un pico de crecimiento. Por su parte, la redondez y
solidez aumentaron con el tiempo de cultivo. A partir, del tercer dia se presentd un
incremento importante en la redondez (esfericidad), el cual fue leve pero constante hasta
el final del cultivo, para alcanzar valores entre 0,82 y 0,91% (promedio 0,86), lo cual indica
una tendencia de forma elipsoidal de la estructura, a causa del desprendimiento de
células, o en el caso de los hGF CL+P NS a la gemacion de uno o mas esferoides
secundarios pequefos. Asi mismo, la solidez aumento a partir del dia 3 y permanecio
estable hasta el dia 10 de cultivo con valores entre 0,89 y 0,94 indicando una alta
concentracion celular (Figura 19D, Figura 19E).

Por ultimo, en relacién al comportamiento individual del tamafo, y morfologia
esferoidal a través del tiempo, se observaron diferencias significativas para el paciente 1
y 7, los cuales presentaron para las variables de diametro, perimetro y area valores
inferiores al grupo en general, mientras que el paciente 3 presento en general valores
superiores para las mismas variables.

Adicionalmente, la solidez y la redondez presentaron valores similares para todos
los pacientes con una tendencia de agrupacion. Respecto al analisis del efecto de las
variables asociadas a las condiciones individuales de los pacientes, tales como el sexo,
edad, procedencia, y el tipo o severidad de la hendidura (Figura 20) vs. el diametro
promedio del esferoide tampoco presentaron diferencias significativas (valor p< 0.05), tal
como se muestra en la Figura 20. Sin embargo, al comparar el diametro esferoidal segun
el sexo, el sexo masculino presento un diametro promedio mayor frente al femenino
(Figura 20B). Al analizar el diametro promedio esferoidal entre los pacientes tampoco se
observé diferencias significativas (valor p< 0.05) como se puede observar en la Figura
21.
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Figura 20. Variables sociodemograficas vs. diametro promedio de los esferoides
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Nota. Comportamiento del diametro esferoidal de acuerdo con cada una de las variables

sociodemograficas. No se encontraron diferencias significativas (valor p< 0.05).

Figura 21. Diametro promedio esferoidal entre individuos con CL+/-P NS
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Nota. Comportamiento del promedio diametro esferoidal para cada uno de los pacientes.

No se encontraron diferencias significativas (valor p< 0.05)
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7.2.2. Los esferoides derivados de hGF CL * P expresan marcadores de células

activadas y continian expresando marcadores de linaje mesenquimal
Los esferoides jovenes (dias 3 y 4 de cultivo) en condiciones 3D continuaron
expresando los marcadores: Vim, PDGFR}, I1tgB1, aSMA y Col1A2 como se observa en

la Figura 22.

Figura 22. Analisis por inmunofluorescencia de esferoides de hGF CL+/-P NS

COL1A2

Nota: Tincién de nucleos con DAPI. Barra de escala 200 ym. Aumento 10X. Los datos son

representativos de tres experimentos independientes.



Caracterizacioén de fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de ... 116

Se presentd una fuerte expresidon en la superficie externa del esferoide para los
marcadores ItgB1, aSMA y Col1A2 en comparacion con la parte central o interna,
mientras que Vim y PDGFR[ se expresaron de forma homogénea en toda la superficie
del esferoide.

Adicionalmente, los esferoides tuvieron una expresion positiva tanto para los
marcadores FAP con una mayor intensidad en la superficie externa del esferoide y para
STIM1, pero a diferencia de FAP, la expresion de STIM1 fue homogénea sobre la toda la
superficie. Asi mismo, los esferoides de hGF CL+P NS continuaron siendo negativos

para Stro-1.

7.2.3. Los esferoides hGF CL £ P conforman una estructura altamente cohesiva con

deposito de minerales en la superficie

El analisis por SEM permitié evidenciar que la topografia de la superficie esferoidal
varié de acuerdo con el tiempo de cultivo. En esferoides jévenes, se logro observar la
presencia de células individuales redondeadas y alargadas incorporandose y rodeando
la estructura multicelular (Figura 23A), dando el aspecto de una superficie irregular,
mientras que, los esferoides maduros mostraron ser altamente cohesivos con uniones
intercelulares muy estrechas, que indujeron el aplanamiento de la superficie a medida
que el esferoide se consolido (Figura 23B). También se observo la presencia de multiples
poros en la superficie esferoidal independientemente del tiempo de cultivo (Figura 23B,
Figura 23C). Adicionalmente, se confirmo la reduccion en el tamafio de los esferoides, a
medida que aumento el tiempo de cultivo.

Como hallazgo importante, se identificd la presencia de multiples microparticulas
esféricas con didmetros que oscilaban entre 0,5 y 0,9 um en diferentes zonas de la
superficie de los esferoides, y aparentemente el nimero de estas microparticulas, asi
como la extension sobre la superficie esferoidal aumenté dependiendo del tiempo de
cultivo (Figura 23D, Figura 23E).

Teniendo en cuenta los hallazgos del SEM, se decidio realizar el analisis de EDS
principalmente en las zonas donde fue evidente la presencia de nanoparticulas. Los
reportes indicaron los niveles de los constituyentes quimicos (iones y peso en porcentaje)
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para las areas seleccionadas, en donde se identificaron iones de fosfato y de calcio
principalmente.

Figura 23. Morfologia y tipografia de la superficie esferoidal de hGF CL+/-P NS

A

20KV  X40,000

Nota. (A). Esferoide joven (dia 3 de cultivo) exhibe una superficie irregular. (B). Esferoide con 7 dias de
cultivo, presenta uniones celulares estrechas (circulo blanco) y multiples poros (flecha blanca). (C). Con
mayor aumento se observan las uniones célula-célula estrechas. (D) y (E). Formacién de multiples

microparticulas en la superficie de los esferoide que se indican con la flecha blanca (9 dias de cultivo).
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Algunas de las imagenes obtenidas junto con el analisis de EDS se presentan en la

Figura 24.

Figura 24. Analisis ultraestructural de la superficie esferoidal de hGF CL+/-P NS
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Nota. Las microfotografias del SEM mostraron la presencia de microparticulas esféricas en multiples zonas

de la superficie de los esferoides hGF CL+P NS. Los resultados de EDS se presentan en las tablas y

muestran los elementos detectados asi: carbono (C), oxigeno (O) fésforo (P), calcio (Ca), silicio (Si). (A). 3
dias de cultivo. (B). 3 dias de cultivo. (C).21 dias de cultivo (D). 21 dias de cultivo. (E). Imagen de SEM de

un esferoide de 9 dias de cultivo y (F). Imagen por EB del mismo esferoide de la imagen (E).
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En estas imagenes se observan conglomerados de nanoparticulas sobre la superficie de
esferoides de 3 dias de cultivo (Figura 24A) y de 21 dias de cultivo (Figura 24B, Figura
24C, Figura 24D) donde se identificd que los iones de carbono (C), oxigeno (O) fésforo
(P) y calcio (Ca) constituian las microparticulas. Ademas, también se evidencié como la
relacion de peso expresada en porcentaje fue variable para cada uno de los iones
dependiendo de la zona analizada. En la Figura 24E se muestra la microfotografia de un
esferoide de 9 dias de cultivo donde también se observa, pero con menor aumento el
cumulo de nanoparticulas depositadas sobre la superficie del esferoide.

Adicionalmente, el analisis de EB del mismo esferoide y que se presenta en la
Figura 22F, muestra como la mayor electro dispersion de electrones generé una imagen
con mayor brillo en la misma zona donde se ubicaron las nanoparticulas, indicando asi
la formacion de una estructura cristalina con elementos quimicos mas pesados que en el
resto de la superficie esferoidal.

En la Tabla 8. se relaciona la totalidad de los datos obtenidos de los analisis de
EDS de acuerdo, con el tiempo de cultivo de cada una de las muestras. En este caso, se
puede observar coémo varid el porcentaje para cada uno de los iones. Por ejemplo, para
el (Ca) se encontraron porcentajes entre el 100% y el 2.8%, mientras que, para el (P) solo
se pudo identificar en una de las muestras en un bajo porcentaje en peso (3.46%).
Igualmente, el (C) y el (O) presentaron valores muy similares que variaron entre el 58,81%

y el 28.44% en peso.

Tabla 8. lones identificados en la superficie esferoidal de hGF CL+/-P NS

lones % C o P Ca Fe Dia de
Muestra cultivo

4 51.35 28.44 3.46 16.75 21

3 100.00 21

3 29.73 56.29 13.99 14

3 49.82 50.18 11

3 47.38 26.71 9.38 9

5 58.81 29.65 3.50 7

3 48.43 49.48 2.08 3
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7.2.4. El cultivo 3D induce Ia sintesis de fosfato de calcio amorfo en hGF CL £ PNS

Para corroborar la informacion experimental obtenida por EDS y por EB, se realizé
la FTIR de los esferoides cultivados en condiciones estandar durante 21 dias. Esta
técnica, debido a su alta sensibilidad, permite obtener informacién detallada del estado
bioquimico de las células y tejidos bajo distintas condiciones. En la Figura 25. se presenta
el espectro infrarrojo completo de los esferoides de hGF CL+P NS, donde se logro
identificar bandas relacionadas el agua ligada a la muestra (pico 1) en 3444 cm-, asi

como las bandas de los lipidos posiblemente asociados a la membrana celular en el rango
de los 3000 - 2700 cm-' (picos 2, 3y 4).

Figura 25. Espectro FTIR de los esferoides de hGF CL+/- NS
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En la Figura 26 se presenta el espectro de la zona de la huella dactilar que

comprende de los 1.500 a los 400 cm-'. Asi mismo, los grupos funcionales identificados
con la correspondiente frecuencia de los picos, y los modos de vibracion se describen en
detalle en la Tabla 9. y se correlacionan con las moléculas presentes en la superficie de

los esferoides, y las microesferas identificadas en el SEM y analizadas por EDS.

Principalmente, se confirmd la presencia de las bandas vibracionales

correspondientes a los grupos funcionales fosfatos [PO4% ] (picos 11 y 12), y carbonatos
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[CO3% ] (pico 7) de caracter inorganico. También, se evidenciaron los grupos amidas
correspondientes a las proteinas asociadas a la ECM asi: amida | en el rango 1712-
1591cm-* (pico 5), las bandas para amida Il en el rango 1644-1550 cm-' (pico 6), y para
amida lll en el rango 1300-1200 cm-' (pico 8).

Figura 26. Huella dactilar del espectro FTIR de los esferoides de hGF CL+/-P NS
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Adicionalmente, se realizé la comparacion de las bandas y los picos del espectro
FTIR de los esferoides de hGF CL+P NS, con el espectro FTIR de hidroxiapatita (HAp)
sinterizada en un horno de tecnologia asistida por microondas a 1100°C durante
diferentes tiempos (2 horas, 1 hora, 30 y 20 minutos), de acuerdo con Shaban et al. (302),
tal como se observa en la Figura 27. En resumen, el analisis FTIR y la comparacion del
espectro de los esferoides hGF con el de la hidroxiapatita, confirma que la composicion
de las nanoparticulas identificadas en la superficies de los esferoides hGF corresponde

a fosfatos de calcio amorfo.
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Tabla 9. Bandas y picos relevantes del espectro FTIR de esferoides hGF CL+/-P NS

Pico Frecuencia

Nimero (cm - 1) Gr.upos _ Moc.lo Banda / Pic_:os Referencia
funcionales Vibracional Referencia
1 3444.86 OH Agua ligada a
las muestras
CH3 Modo de Lipidos (3000-2700)
2 2956,87 Grupos metileno estiramiento (297)
de lipidos asimétrico CH2 2946-2889
celulares
Cadenas =CH
3 2852,71 alquilicas Modo de 2990-2836 (297)
saturadas de Estiramiento
lipidos celulares
COoOr C=0
4 1737,86 Ester carbonilico  Estiramiento de 1740 (297)
de acidos grasos la fraccion éster (298)
Cc=0 Proteinas (1700 — 1500)
5 1649,13 Amida | Estiramiento (298)
1650 (299)
Pico superpuesto (COz)
C—N
6 1544,98 Amida Il Estiramiento y 1540-1550 (298)
N—H flexién (299)
1460,11 Banda notable con (299)
7 v3CO 3 picos de alrededor de (300)
COs?* 1550-1414 cm-! (301)
Banda notable
1423 y 1404 v2CO 3 alrededor de 875 cm - (301)
8 1224,79 Amida lll 1240 (301)
9 1143 HPO,2 v3HPO42 1143,1163 (299)
Estiramiento
10 1064 Carbohidratos- C-0 del anillo 1060 (298)
proteoglicanos de azucar Pico superpuesto (300)
Banda ancha con un
maximo alrededor de (298)
11 1192-935 v1-v3POs% 1030 cm - "y un (299)
1064 hombro discreto (300)
alrededor de 1095 cm-" (301)
PO4%
Parcialmente en dos
v4PO 4 picos distintos alrededor (299)
12 557 de 604 y 563 cm-"

569, 590
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Figura 27. Espectro FTIR: hidroxiapatita vs. superficie esferoidal hGF CL+/-P NS
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Nota. (A). Espectros FTIR de la HAp sintetizada por tecnologia asistida por microondas. Circulo rojo:
espectro FTIR de la HAp (corresponde a la imagen B). Verde HAp, HAp convencional sinterizada a 1100°C
durante 1 hora (HAp1h) y 2 horas (HAp2h) respectivamente, HAp hibrida de microondas sinterizada a
1100°C para 20 minutos (HAp20m) y 30 minutos (HAp30m) respectivamente. (B). Espectro FTIR de la HAp.

Tomado de Shaban NZ et al. (302). (C). Espectro FTIR de los esferoides hGF CL+P NS.

En la Figura 28. y en la Tabla 10. se presentan de forma secuencial las
imagenes y datos obtenidos por SEM, EDS y FTIR de los esferoides hGF CL+P NS de
21 dias de cultivo. En conjunto, los analisis de SEM, EDS, EB y FTIR sugieren la
formacion y depodsito de microparticulas esféricas de fosfatos de calcio amorfo en la
superficie de esferoides derivados de hGF CL+P NS.




Caracterizacioén de fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de ... 124

Figura 28. SEM, EDS y FTIR de la superficie de esferoide de 21 dias de cultivo
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Nota. (A). Imagen de SEM. Aumento 15.000X. (B). Imagen EDS del a misma zona fotografiada con SEM.
(C). Espectro FTIR de esferoide derivado de hGF CL+P NS. (D). Patrén EDS: Ca: calcio, C: carbono, O:
oxigeno, P. fésforo.

Tabla 10. lones presentes en superficie de esferoide de 21 dias de cultivo

lones C o P Ca Total

% 51.35 2844 346 16.75 100.00
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7.4. Discusion

El CL+P NS afecta negativamente la vida de los individuos en multiples esferas,
incluida la salud mental, las condiciones econdmicas e incluso las relaciones sociales.
Ademas, puede generar un aumento de la mortalidad a lo largo de la vida de las personas
afectadas. Teniendo en cuenta la etiologia compleja del defecto, en la actualidad se
adelantan investigaciones en el campo de la medicina regenerativa y la ingenieria de
tejidos dirigidas a la regeneracién de los tejidos afectados por las hendiduras orofaciales
(303, 304). Sin embargo, es necesario continuar investigando estrategias y mecanismos
moleculares que ayuden a mejorar los resultados de estas intervenciones. Uno de los
intentos para simular las condiciones in vivo, es la formacion de agregados multicelulares
3D, un enfoque que busca recopilar informacién mas precisa simulando las condiciones
reales de los tejido.

En esta investigacion se reporta por primera vez la formacion de esferoides
derivados de hGF CL+P NS utilizando el método de superposicion de liquidos con
agarosa. Se seleccioné como material de recubrimiento la agarosa debido a que es un
polimero de origen natural, biolégicamente inactivo, de bajo costo, no toxico, y que
permite manipular su rigidez facilmente, con el fin de evaluar el potencial regenerativo
intrinseco de los hGF.

Los hGF CL+P NS cultivados en placas recubiertas con agarosa al 1% se
autoensamblaron y formaron esferoides. Sin embargo, es importante precisar que al
emplear concentraciones de agarosa diferente se afecto la formacion de los esferoides
celulares, por ejemplo, cuando se usé agarosa en una concentracion inferior al 1% las
células migraron hacia el fondo de plastico, por el contrario, cuando se usaron
concentraciones mas altas, las células entraron en apoptosis. Estos resultados, se
pueden explicar por los diferentes mecanismos celulares de transduccion de estimulos
mecanicos, los cuales varian con las caracteristicas fisicas del material como la rigidez,
la cual a su vez depende de la concentracion del polimero (211). Como lo han demostrado
varios investigadores, la rigidez y la porosidad de la agarosa juegan un papel clave en la
adhesién, migracion y proliferacion de diferentes tipos de células y puede afectar la
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morfologia y motilidad de los fibroblastos. En este sentido, Mirab et al. (305) emplearon
agarosa al 2.5% para formar esferoides con células de glioma maligno humano U251,
por su parte, Li et al. (306) utilizaron agarosa al 1% para formar agregados multicelulares
con células derivadas de foliculos dentales humanos. Por lo tanto, se suma evidencia
que la agarosa es un sustrato que logra simular la rigidez de los tejidos para inducir
respuestas de mecanotransduccion celular.

Los esferoides derivados de hGF CL+P NS alcanzaron la etapa de compactacion
aproximadamente a las 48 horas de siembra, y la etapa de consolidacién, es decir cuando
la estructura present6 alta densidad, redondez y solidez, el dia 4 de cultivo sin diferencias
significativas entre los individuos (Figura 18). Adicionalmente, las variables morfolégicas
evaluadas (diametro, area, perimetro, redondez y solidez) tampoco presentaron
diferencias significativas entre los individuos durante los 10 dias de seguimiento (Figura
19). Por su parte, el analisis del efecto de las variables asociadas a las condiciones
individuales de los pacientes, como el sexo, edad, procedencia, y el tipo o severidad de
la hendidura (Tabla 6) vs. el diametro promedio del esferoide no presentaron diferencias
significativas (Figura 20). Teniendo en cuenta, que este tipo de analisis relacionado con
la formacion de esferoides de diferentes individuos, no se ha reportado en la literatura,
los resultados de la presente investigacion sugieren que el modelo 3D de cultivo de hGF
CL+P NS es altamente reproducible independientemente de la condicidén del donante, y
posiblemente puede llegar a ser util como método de diagndstico/pronédstico para las
hendiduras craneofaciales, y para modelar la enfermedad in vitro.

En relacién a la viabilidad del esferoide, los estudios realizados por Nath et al.
(307) y Koudan et al. (308) reportaron que esferoides con un tamafio mediano garantizan
la difusion de oxigeno y nutrientes en la region central de los agregados manteniendo la
integridad del esferoide; por el contrario, cuando los esferoides tienen un tamafio mayor
de 450 ym disminuye el transporte por difusién de oxigeno y nutrientes hacia las células
densamente agrupadas en la region central provocando mayor riesgo de desarrollar
centros hipdxicos, que conducen a la necrosis celular y la desintegracion del esferoide.

En la presente investigacion, el didmetro inicial promedio de los esferoides fue de
358,90 + 72,83 um, y el diametro promedio el dia 10 de cultivo fue de 261,44 + 41,5 ym,
es decir que, con la estandarizacion del protocolo descrito se logré obtener esferoides de
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tamano mediano. Este resultado, sumado a la evaluacion por SEM y el seguimiento
realizado por microscopia Optica indicaron una viabilidad hasta por 30 dias de los
esferoides hGF CL+P NS, tiempo suficiente para ensayos que requieran cultivos a largo
plazo.

Otro compartimiento que se observo en el cultivo 3D de los hGF CL+P NS fue el
decrecimiento gradual del diametro a través del tiempo, que es consistente con reportes
de esferoides formados a partir de fibroblastos primarios de diversos tejidos sanos. Esta
caracteristica, se puede relacionar con la remodelacién progresiva de la ECM vy la
adaptacion del citoesqueleto celular, de acuerdo con la investigacion de Deynoux et al.
(309). Asi, como con la investigaciéon de Koudan et al. (308) donde se describi6 el
decrecimiento del diametro de esferoides de hDF primarios, el cese de la proliferacion y
la adopcidn una forma esférica durante todo el periodo de observaciéon de 9 dias.

Contrario a los esferoides derivados de fibroblastos humanos, los esferoides
derivados de otro tipo de células, tales como la linea celular de carcinoma colorectal HT-
29 (310), células derivadas de hepatoma HepG2 (311), y la linea celular de cancer de
mama MCF-7 (312) proliferaron generando un aumento gradual y constante del diametro
esferoidal, lo cual reflejé alteraciones del ciclo celular, la proliferacion e indiferenciaciéon
propias de las células cancerigenas. Cabe anotar, que en estas investigaciones también
se utilizé la técnica de superposicion de liquidos con agarosa.

Los criterios para seleccionar esferoides 6ptimos para terapias avanzadas varian
en funcién de los objetivos del estudio y son de gran importancia a la hora de traducir
este enfoque en la clinica (288, 290). Algunos estudios seleccionan los esferoides segun
la viabilidad celular (313, 314) o el tamano (288, 291), mientras que otros estudios los
seleccionan de acuerdo con la maxima proliferacion y una minima apoptosis (314), asi
como con la produccion de citoquinas angiogénicas (315) entre otros factores troficos.
Variables como la densidad celular inicial de siembra (316, 317) y el tiempo de incubacién
(271,272) se modifican para lograr el esferoide 6ptimo. En esta investigacion, se optimizé
la densidad celular de siembra inicial para controlar el tamafio y la forma de los agregados
celulares y asi, reproducir la formacion de esferoides de hGF con la técnica de

superposicion de liquidos (262).
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De acuerdo con estos hallazgos, Nithiananthan (153) y Chukkapalli y Lele (318)
demostraron que Vim, aSMA, Col1A2 e ItgB1 forman parte de la maquinaria celular
adaptativa de los procesos de mecanotransduccion de fibroblastos en respuesta a las
caracteristicas fisicas de la ECM. Del mismo modo, los esferoides de hGF CL+P NS en
las primeras etapas de formacién (dia 2 a 4 de cultivo) continuaron expresando los
marcadores mesenquimales Vim, Col1A2, ItgB1, aSMA y PDGFRp (Figura 22), estos
marcadores mostraron una distribucion especifica en la estructura del esferoide.

La Vim se distribuy6 uniformemente en la zona central de los esferoides hGF CL+P
NS. De acuerdo con la investigacion de Hu et al. (319), los filamentos intermedios de
Vim proporcionan a las células mesenquimales una red de citoesqueletos que les permite
adaptarse y mantener la integridad y viabilidad celular en condiciones extremas. Por lo
tanto, la Vim participa activamente durante la deformacién y el estrés oxidativo al que se
someten los hGF en un entorno 3D.

Diferente al cultivo 2D, los esferoides fueron positivos para FAP (Figura 22). Estos
resultados concuerdan con la investigacion realizada por Avery et al. (115), en la que los
cambios en el entorno mecanico produjeron cambios tanto funcionales, como en el perfil
de expresion génica para subconjuntos de fibroblastos activados por FAP y/o activados
por aSMA durante el desarrollo, la regeneracién y la remodelacion de los tejidos,
demostrando una vez mas la capacidad adaptativa y la plasticidad de los hGF.

Los resultados de la presente investigacion también mostraron, que el cultivo de
hGF CL+P NS en un sustrato con baja rigidez como la agarosa (5-100 kPa) promovio la
expresion de FAP y aSMA, por el contrario, una ECM rigida como el poliestireno (3x10°
kPa) indujo el fenotipo aSMA. Es importante destacar que aun no se han reportado
mutaciones de nucledétidos o polimorfismos para estos marcadores que se relacionen con
la etiologia de las hendiduras craneofaciales (287). En consecuencia, se cree que la
expresion de estas moléculas en hGF CL+P NS es similar en los hGF de individuos sin
hendiduras. Aunque, el papel fisiolégico de la FAP aun no se ha establecido claramente,
se sabe que esta regulada positivamente durante la remodelacion fisioldégica de los
tejidos, la cicatrizacidon de heridas y la inflamacién crénica, ademas de procesos como el

cancer y la fibrosis.
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La evaluacién de los marcadores Col1A2 y FAP en los esferoides fue evidente con
una mayor intensidad en la zona externa del esferoide, mientras que en la zona central
se atenud. Por lo tanto, se considera que la expresion de FAP en etapas tempranas de
los esferoides hGF CL+P NS esta relacionada con la remodelacion de ECM, involucrando
activamente a Col1 en el cambio progresivo del tamafio del esferoide (320).

Por su parte, la I1tgB1 se comporté de forma similar al Col1A2, mostrando una
mayor expresion en la zona periférica (Figura 22), lo cual es consistente con su funcion
bioldgica de union a ECM. Estos resultados son similares a los obtenidos por Morimoto y
Kunii (321) y Guppta y Johansson (322) quienes reportaron un aumento de la expresion
de ItgB1 y la formacion de esferoides compactos derivados de fibroblastos debido a una
contraccion celular mas fuerte, lo cual también se refleja en la disminucion gradual del
tamafio de los esferoides.

Las interacciones funcionales de estas moléculas en los esferoides aun no se han
evaluado ampliamente. Sin embargo, estos resultados se pueden explicar por el proceso
de MET, al que se sometieron los hGF para recapitular su origen ectomesenquimal y
formar esferoides altamente compactos. La reprogramaciéon que se evidencié en hGF
CL+P NS juega un papel importante en la formacion espontanea de esferoides, un
proceso que difiere cuando la agregacion celular se induce por métodos mecanicos (333).

Como ya se menciond, con el propésito de establecer la presencia de una
subpoblacién MSC dentro de los cultivos celulares 2D y 3D de hGF CL + P NS, se evalu6
la expresion del marcador Stro-1. Los resultados mostraron que los hGF CL+P NS en
cultivo 2D y 3D fueron negativos para Stro-1, lo cual sugiere un fenotipo del nicho de
células diferenciadas (284).

Por su parte, las imagenes obtenidas por SEM mostraron como los esferoides hGF
CL+P NS exhibieron una superficie cada vez mas lisa y continua (Figura 24A, Figura 24
C, Figura 24D) a medida que madurd la estructura 3D. Segun Lin et al. (334) los cambios
en la apariencia de la superficie esferoidal se han atribuido a la alta secrecion de ECM
por parte de las células en la zona periférica del esferoide. Esto también se verifico en
este estudio con los resultados positivos de inmunofluorescencia obtenidos para Col1A2,
ItgB1 y FAP.
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Asimismo, se evidencié la presencia de poros en la superficie de los esferoides
(Figura 23B, Figura 23C). Se considera que los poros permiten la difusion de nutrientes
y oxigeno garantizando la viabilidad de las células en toda la estructura. La formacion de
interacciones célula-célula cercanas también fue evidente (Figura 23B). Aunque, no se
determiné la naturaleza de las uniones, estas modulan multiples cascadas de
senalizacion que en ultima instancia determinan la morfologia y el comportamiento de las
células individuales y el esferoide en su conjunto (308).

Otro de los resultados interesantes en la inmunotincion de los esferoides hGF
CL+P NS fue la expresién positiva de STIM1 de forma homogénea en toda la superficie
esferoidal, este marcador se indagé con base en los resultados preliminares de SEM y
EDS. Tanto, STIM1 como algunas de las proteinas de su interactoma se ha relacionado
con la reorganizacion del citoesqueleto y respuestas de mecanotransduccién en
fibroblastos, de acuerdo con la investigacion de Gammons et al (335).

El Ca?* induce la activacion de multiples vias de sefalizacion celular, ya sea solo
0 junto con otras sefales quimicas o fisicas, tales como el estiramiento de la membrana
nuclear. La deformacion celular puede desencadenar el aumento citoplasmatico y/o
nucleoplasmico de la concentracion de Ca?', a través de canales cationicos
mecanosensibles ubicados en la membrana plasmatica o el reticulo endoplasmatico y
activar canales i6nicos como Piezo1. En términos generales, los canales idnicos
mecanosensibles a menudo estan conectados a la mecanotransduccion de la superficie
celular, sin embargo, estudios recientes sugieren que la deformacién celular también
controla los canales mecanosensibles en el reticulo endoplasmatico a través de la
deformacién nuclear. Este hecho, puede permitir la entrada de Ca?* a través de
mecanismos dependientes de Stim/ Orai-1. Sin embargo, aun se desconoce como la
mecanica nuclear regula la liberacién de Ca?* intracelular, y la evidencia sugiere que este
mecanismo puede ser especifico del tipo de célula (336).

Adicionalmente, Chen et al. (337) demostraron el papel fundamental de la entrada
de Ca?* mediada por STIM1/Orai-1 durante la diferenciacién odontogénica de las MSC
de pulpa dental, por medio de la liberacién de exosomas para la mineralizacion de la
ECM.
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De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la expresion de STIM1 en hGF CL+P
NS se puede relacionar con los resultados de los analisis por SEM, EDS, EB y FTIR
(Figura 23., Figura 24., Figura 25.) que en conjunto mostraron la formacion de
nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo en la superficie de los esferoides (Tabla 9.).
Estos depdsitos de minerales fueron aumentando a medida que aumento el tiempo de
cultivo, asi mismo la relacion Ca/P fue variable entre las zonas del esferoide (Figura 24.).
Estos hallazgos se informan por primera vez en esta investigacion, y ademas sugieren la
induccion de un fenotipo mineralizante de los hGF CL+P NS en cultivo 3D.

El analisis de FTIR (Figura 26) permitié identificar los grupos funcionales fosfatos
(PO4%) y carbonatos (CO3?%) en la superficie de los esferoides hGF CL+P NS similar a los
rangos de banda reportados por Querido et al. (298, 299). Asi mismo, los resultados de
otras moléculas como lipidos y amidas de la fase organica esferoidal correspondian a los
picos y bandas reportados en la literatura (Tabla 9).

Estos métodos son altamente especificos y sensibles, diferente a las tinciones no
especificas que se emplean de forma rutinaria para evaluar depdsitos minerales en
procesos de diferenciacion celular, tales como como la alizarina roja y la tincion de Von
Kossa. Por lo tanto, se destaca el uso de estas técnicas para evaluar los procesos de
mineralizacidon de células y tejidos in vitro.

Los resultados de la presente investigacion también se asemejan a los de Hara et
al. (338) quienes evaluaron los proceso de mineralizacion temprana mediada por
osteoblastos durante la osificacion intramembranosa de la calvaria de ratones, un
proceso similar a la mineralizacion del paladar en humanos. Por medio de SEM, EDS y
microscopia electrénica de transmisién los autores describieron una alta compactacion
de la células y la expresién de uniones comunicantes de Cx43, seguido por el depdsito
de fosfato de calcio amorfo en “vesiculas de matriz” hacia el espacio intercelular.

Asi mismo, las investigaciones mas recientes acerca de la diferenciacion
osteogénica de MSC humanas en cultivo 3D, con o sin la adicion de factores externos
como medios de diferenciacion o moléculas inductoras muestran algunas similitudes con
el cultivo 3D de hGF CL+P NS. Por ejemplo, las investigaciones realizadas por Kim y
Adachi (339, 340) demostraron que la condensacion celular que ocurre en cultivo 3D es

igual 0 mas importante aun, que la induccion quimica para que las células experimenten



Caracterizacioén de fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de ... 132

diferenciacion osteogénica al recapitular el proceso de condensacion mesenquimal
durante la osificacion. Adicionalmente, las condiciones de hipoxia y la despolimerizacién
de la actina favorecieron el proceso de diferenciacion celular.

Asi mismo, la ultraestructura de los esferoides hGF CL+P NS es muy similar a la
superficie de los esferoides de una linea celular de osteoblastos que Gaitan-Salvatella et
al. (341) reportaron mediante la técnica de levitacidn magnética. En este caso, el SEM
mostro un estrecho contacto entre las células y la formacion de una red tridimensional de
pequenas estructuras que indicaron el depdsito de una ECM mineralizada como se puede
observar en el Anexo 3.

En resumen, los resultados de la presente investigacion sugieren que los
esferoides hGF CL+P NS adquieren un fenotipo mineralizante como consecuencia de la
organizacion 3D donde intervienen multiples moléculas asociadas con la adhesion y
condensacion celular, asi como la reorganizacion del citoesqueleto y la posible activacion
de canales ionicos, que finalmente se traducen en cambios en la hemostasis del Ca%* y
la activacion de la entrada de Ca?* operada por SOCE.

Por lo tanto, y debido a las limitaciones del presente estudio es necesario evaluar
el papel de STIM1/Orai1 como uno de los posibles mecanismos, que medie procesos de
diferenciacion celular y mineralizacion de la ECM via biomecanica en hGF en cultivo 3D.
Asi como, evaluar la expresion cuantitativa de los marcadores mesenquimales, tanto en
etapas tempranas como avanzadas del cultivo 3D, y la expresion de marcadores de
células pluripotentes en los hGF, la cual fue reportada por Lo et al. (228) en fibroblastos

dérmicos en cultivo 3D.
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CAPITULO 5

8. Evaluacion de los cambios en la expresion génica de los fibroblastos

gingivales de CL * P NS en cultivo 3D

Introduccioén

La embriogénesis, particularmente la formacion del tercio medio de la cara implica
una serie de eventos sincronizados y complejos que conlleva a interacciones entre un
amplio numero de moléculas, y diferentes tipos y comportamientos celulares que
intervienen en el crecimiento, la estructura y el patron de los procesos faciales. Las
células mesenquimales que hacen parte de los procesos faciales derivan de las células
de la cresta neural craneofacial, de igual forma los fibroblastos comparten el mismo
origen, y contribuyen al crecimiento de los procesos faciales a través de la actividad
proliferativa y la secrecion continua de ECM previo a su fusion (342).

Investigaciones recientes como las de Chiquet et al. (343), Wang XM. et al. (344),
Pang X. et al. (345) han estudiado la relacién entre diferentes moléculas de la ECM y las
respuestas de mecanotransduccién celular durante la embriogénesis del paladar.
Especificamente, Chiquet et al. (343) sugirieron que la reorientacion de las regiones
palatina media y posterior es inducida por la contraccion celular mediada por integrinas,
el citoesqueleto de actina y la activacion de la via RhoA/ROCK, junto con cambios en la
composicién de la ECM asociados a los patrones de expresidon espacio temporal de la
TNC y la Mmp-13, y el aumento de la rigidez dentro de los procesos palatinos. Por su
parte Wang et al. (344) determinaron en un modelo murino, que la sobreexpresion de [3-
catenina inducida por el cloruro de litio, un agente farmacoloégico empleado en el
tratamiento de trastornos psicéticos, retrasé la elevacidn de los procesos palatinos al
alterar la sintesis del citoesqueleto de actina F mediada por Cdc42 en el mesénquima
palatino. Finalmente, Pang X. et al. (345) investigaron el papel de la B-catenina
mesenquimal en el desarrollo del paladar por medio de un modelo murino knockout

condicional de B-catenina (Sox9CreER; Ctnnb1 F/F). Los ratones knockout mostraron
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retraso en la elevacion del paladar, ademas de una proliferacion celular anormal y
supresion de la sefalizacion Wnt candnica mesenquimal, asi mismo, la polimerizacion de
la actina F se redujo significativamente.

Estas investigaciones dan cuenta de la complejidad de los mecanismos de
mecanotransduccion durante la embriogénesis del paladar, sin embargo, se requiere mas
investigacion para comprender como estos eventos pueden afectar el desarrollo del
paladar. Asi mismo, las vias de mecanotransduccién se consideran objetivos probables
para el desarrollo de nuevas estrategias preventivas y/o terapéuticas (46). En este
contexto, es necesario investigar nuevos enfoques terapéuticos basados en la
bioingenieria tisular.

Se ha establecido ampliamente que las propiedades del microambiente celular
juegan un papel crucial en la regulacion de la identidad celular a través de cascadas de
mecanotransduccion, que en ultima instancia afectan la forma y estructura nucleary, por
ende, el estado epigenético. Diversos factores biomecanicos en el microambiente
incluyendo la nanotopografia local, la rigidez del sustrato, la presentacién del ligando, asi
como la geometria de las células y los tejidos, juegan un papel determinante en el proceso
final de induccion del destino celular. Los primeros cambios durante la reprogramacion
celular tienen que ver con la activacion de genes responsables de la organizacion del
citoesqueleto y la reorganizacion de la cromatina (237). A medida que las células
interactuan con sustratos definidos, que promueven la formacién de esferoides, las
células se someten a una reorganizacion del citoesqueleto, lo cual induce cambios en la
forma y plasticidad del nucleo celular. Finalmente, los cambios en la mecanica nuclear
conducen a la reorganizacion 3D de la cromatina, el perfil epigenético y, lo que es mas
importante, el perfil de transcripcidn de las células (243).

Se considera que el cultivo 3D tiene la capacidad de imitar la especificidad
caracteristica del tejido nativo y simular las condiciones fisioldgicas mejor que los cultivos
2D convencionales. Especificamente, los fibroblastos en respuesta al cambio del entorno
biomecanico del cultivo 3D cambian el perfil de expresion génica, sin la adicion de otros
estimulos, tal como lo demostraron Chen et al. (346) al comparar el perfil de expresién
de fibroblastos humanos de prepucio en cultivos 2D vs. 3D por medio de RNAseq. Los

resultados demostraron un cambio de mas de 2 veces en los niveles de expresion de los
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genes que fueron evaluados. Los genes con aumento en la expresion correspondian
principalmente a factores de transcripcion, factores de crecimiento, proteinas de
sefalizacion o proteinas involucradas en el ensamblaje cromosomico. Los genes
regulados negativamente estaban relacionados con el control del ciclo celular, la
organizacion del citoesqueleto, y la morfogénesis de la estructura celular, la sintesis de
ECMy los péptidos sefial.

Por su parte, Lo et al. (228) compararon el transcriptoma de cultivos en monocapa
y de esferoides derivados de hDF, también con la técnica de RNAseq. Los resultados
fueron similares al estudio de Chen, et al. (346). En el cultivo 3D, los genes con aumento
en la expresion correspondian a factores de transcripcién, proteina quinasas, proteinas
relacionadas con la regulacion de la expresion génica, transduccion de sefales y
diferenciacion. Los genes con una disminuciéon en la expresion correspondian a
proteinas de la ECM, el citoesqueleto, y genes relacionados con la adhesién celular.

Se ha descrito de forma general, que durante el proceso de formacion de
esferoides la sefalizacion ECM-célula se pierde a favor de la sefalizacion del contacto
célula-célula con el subsecuente aumento de la actividad de la via PI3K/Akt, lo cual
induce la sobrexpresiéon de Tbdx3, y de genes asociados a pluripotencia (OCT4, SOX2,
y NANOG) adicionalmente, aumenta la expresién de genes asociados a la MET (REX1,
FGF4, y DPPA2) y se disminuye la expresion de genes asociados a la EMT, eventos que
relacionados con la reprogramacion celular (347, 348).

La evidencia actual, muestra como el cultivo celular 3D induce respuestas de
mecanotransduccion y eventos celulares relacionados con la reprogramacion celular, lo
cual implica cambios en el perfil de transcripcién de las células, por lo tanto, en esta
investigacion se realizé el analisis comparativo de la expresion génica de hGF CL+P NS
en cultivo 2D y 3D con el fin de explorar la modulacién de un panel de genes diana
relacionados con la ECM (COL1A1, TNC), vias de mecanotransduccion (ACTA2, ITGAS,
ITGB1, BMPR2, VCL, RHOA, CTNNB1) y marcadores de precursores osteogénicos
(ALPL, RUNX2, WNT3a, SPP1), que puedan explicar los hallazgos obtenidos por medio
de los analisis de SEM, EDS, EB y FTIR de los esferoides derivados de hGF CL+P NS,

y de esta forma orientar su implementacion en enfoques de ingenieria de tejidos para la
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reconstruccion de los tejidos craneofaciales, o que sirvan como una herramienta de

pronéstico para el tratamiento del CL+P NS.

8.1. Materiales y métodos

8.1.1. Extraccion de RNA de las células en cultivo monocapa y de esferoides

Para realizar el analisis de expresion geénica, se utilizaron las muestras de los
mismos 7 pacientes seleccionados previamente de forma aleatoria. Se aisl6 el RNA total
del cultivo en 2D y 3D con el Kit RNeasy Mini (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las células en 2D se cultivaron de manera estandar y se aislaron 500.000
células de cada una de las muestras. Por su parte, el cultivo 3D se realizé en platos de
24 pozos con una densidad de siembra de 3X10% células por pozo y en el dia 4 de cultivo
se aislo la totalidad de los esferoides presentes. Las células se lavaron con PBS, y se
centrifugaron dos veces a 800 g por 5 minutos.

Posteriormente, las células provenientes de los cultivos 2D y 3D se
resuspendieron en 350 uLy 700 uL de buffer RTL respectivamente. El pellet de esferoides
se homogenizo previamente con un pestle, y luego se realizé vortex a las muestras por 1
minuto. A continuacion, se adicion6 1 volumen de etanol al 70% para obtener una
solucion 1:1 y se resuspendio por 30 segundos antes de transferir el volumen total a la
columna RNeasy. Se centrifugaron las columnas a 12000 rpm por 30 segundos. En estas
mismas condiciones se realizé un lavado con buffer RW1, y posteriormente se agrego el
buffer RPE para realizar dos lavados, el primero con 700 pL y el segundo lavado con 500
ML centrifugando a 12000 rpm por 30 segundos. Luego, se adicionaron 50 pyL de agua
libre de RNasas y se centrifugd a 14500 rpm por 1 minuto. Al finalizar el proceso de
extraccion, las muestras se llevaron al termociclador a 60° C por 5 minutos para aumentar
la solubilidad del RNA 'y eliminar la posible contaminacion con etanol. EI RNA aislado se
traté con DNAsa | (Thermo Fisher Scientific), la proporcién RNA - DNAsa | se mantuvo
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Finalmente, se procedio a cuantificar

el RNA. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.
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8.1.3. Evaluacion de la cantidad y calidad del RNA

La cantidad y pureza del RNA se evaluaron con el espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific). Para cada medicion, se utilizaron 2 yL de RNAy 2 pL
del blanco (agua grado molecular). Las relaciones de absorbancia A260nm/A280nm, y
A260nm/A230nm fueron medidas. Valores entre 1,9 a 2, y 2 a 2,3 respectivamente se
consideraron para RNA aislado puro y sin proteinas. La concentracion de RNA se calculd
en ng/uL. Se obtuvo para las muestras de hGF CL+P NS en la relacion A260nm/A280nm
valores entre 1,7nm y 2nm y para la relacion A260nm/A230nm valores entre 1,7nm vy
2,2nm, por lo tanto, se seleccionaron las muestras con mejor calidad. La cantidad de
RNA que se logré extraer en promedio para los cultivos en monocapa fue de 250 ng/uL,
y para los cultivos 3D entre 11,2 ng/uL y 18,3 ng/uL.

Para evaluar la integridad del RNA se realizé electroforesis en gel de agarosa al
1% en TBE. Para el analisis se tomaron 3 uL de RNA y se mezclaron con 1 uL de buffer
de carga (Invitrogen), para realizar la tincion se utilizd GelRed (Biuotium) al 1%. La
presencia de subunidades ribosémicas 28S y 18S se evalud de acuerdo con el marcador
de peso molecular de DNA de 1 kilobase (GeneOn) como se observa en la Figura 29.

Las condiciones de la corrida fueron 80 voltios durante una hora. Las imagenes se
adquirieron con el fotodocumentador XR de Bio-Rad. Como control se emplearon células
de la linea MCF-7, y el proceso de extraccion de RNA se realizé bajo las mismas

condiciones.

8.1.2. Sintesis de cDNA por transcripcion inversa

El RNA total de cada muestra (aproximadamente 350 ng) se transcribié en cDNA
utilizando el kit de sintesis de cDNA Applied Biosystems High Capacity (Thermo Fisher
Scientific) con la enzima MultiScribe. La sintesis de cDNA se realiz6 en un termociclador
Verity Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific) de 96 pozos. Cada 20 yL de la
mezcla de reaccién de cDNA contenia 10.0 yL de 2X RT buffer Mix (dNTP, octameros
aleatorios y oligo dT-16), 1.0 yL de 20X RT Enzima Mix, y hasta 9 pL de muestra de RNA,

para finalizar se aforo con agua libre de nucleasas. La transcripcion inversa se realizd
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bajo siguientes condiciones: primer paso a 25 °C por 10 minutos, segundo paso a 37 °C
durante 120 minutos, tercer paso de inactivacion enzimatica a 85 °C durante 5 minutos,

y el paso de finalizacion a 4 °C.

Figura 29. Analisis en gel de agarosa de la calidad del RNA extraido de hGF

Nota. Las bandas de RNA ribosomal 28S y 18S son visibles en las muestras de cultivo 2D y 3D
asi: MCF-7 linea celular control, M1y M2 cultivos 2D, E7 y E5 cultivos 3D de hGF CL+P NS

8.1.3. Diseno de primers

Todos los primers fueron evaluados utilizando el software de codigo abierto en
linea Primer-BLAST. Los numeros de acceso de los genes obtenidos y verificados en la
base de datos de nucleétidos Genbank fueron utilizados en la herramienta Primer-BLAST
donde se establecieron los parametros para los primers para la PCR en tiempo real (QRT-
PCR), para obtener una longitud de producto maximo de 200 pares de bases con un
contenido de guanina y citosina entre 40 - 60%, y temperaturas de fusién entre 57 y 60°C.

En la Tabla 11. se presentan los detalles de los primers empelados.
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Tabla 11. Secuencias de primers utilizados en cultivo 2D y 3D de hGF CLP+/-P NS

Genes Secuencia Producto Referencia
(pb)

Matriz extracelular

COL 1A1 Forward 5- CCCCAGCCACAAAGAGTCTAC-3 150 (349)
Reverse 5°- TTGGTGGGATGTCTTCGTCT-3’

TNC Forward 5 -CAACCTGATGGGGAGATATGGGGA-3 78 (167)
Reverse 5 -GAGTGTTCGTGGCCCTTCCAG-3

Mecanotransduccion

ACTA2 Forward 5 -GCCAAGCACTGTCAGGAATC- 3 80 Primer BLASTS
Reverse 5 -TTGTCACACACCAAGGCAGT -3’

BMPR2 Forward 5 -GACTGTCCATGAGGCTGACTG -3’ 85 Primer BLASTS
Reverse 5° -CTGATAGTGCCAACCTCGCTT -3

ITGAS Forward 5’- AAGACTTTCTTGCAGCGGGA- 3’ 122 (350)
Reverse 5- GCCACCTGACGCTCTTTTTG- 3’

ITGB1 Forward 5 -ACGCCGCGCGGAAAAGATGAAT -3’ 157 (351)
Reverse 5’- CCACCCACAATTTGGCCCTGCTT- 3

VCL Forward 5 -CTGAACCAGGCCAAAGGTT-3' 78 (35
Reverse 5° -GATCTGTCTGATGGCCTGCT-3' +1)

RHOA Forward 5 -AGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTT-3' 114 (352)
Reverse 5 -AGGCGATCATAATCTTCCTGCCCA-3'

CTNNB1 Forward 5 -GAGGACAAGCCACAAGATTACA -3 101 (353)
Reverse 5 -CCAAGATCAGCAGTCTCATTCC -3’

Marcadores de osteoprogenitores

ALPL Forward 5- CTATCCTGGCTCCGTGCTCC -3’ 82 Primer BLASTS
Reverse 5 -TTAACTGATGTTCCAATCCTGCG -3’

RUNX2 Forward 5- GACCAGTCTTACCCCTCCTACC-3’ 190 (354)
Reverse 5°- CTGCCTGGCTCTTCTTACTGAG-3

WNT3a Forward 5-TGACTCGCATCATAAGGGGC-3’ 181 (355)
Reverse 5 -GTGGTCCAGGATAGTCGTGC-3

SPP1 Forward 5’- CAACAAATACCCAGATGCTGTGGC-3 94 (356)
Reverse 5- GGACTTACTTGGAAGGGTCTGTGG-3’

Housekeeping genes

GAPDH Forward 5"CCTGCACCACCAACTGCTTA -3’ 120 (357)
Reverse 5- GGCCATCCACAGTCTTCTGAG-3

RPL27 Forward 5-TGAAACCTGGGAAGGTGGTGC-3’ 180 (358)

Reverse 5-TCTTGGCGATCTTCTTCTTGCC-3'

8.1.4. PCR convencional

La especificidad de amplificacion de cada uno de los genes de interes relacionados

con la ECM, la mecanotransduccién, y marcadores de osteoprogenitores en los cultivos
2D y 3D de hGF CL+P NS fue verificada por medio de PCR convencional
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Se incluyeron los genes Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y el
gen de la proteina ribosdmica 60S L27 (RPL27) como control de todas las reacciones.
Como control positivo se emplearon células madre aisladas de medula 6sea (BM-MSC)
tratadas bajo las misma condiciones de las muestras.

Se utilizo el kit GoTaq DNA polimerasa (Promega). Cada reaccion se realizé en un
termociclador Verity Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific). Por cada 20 yL de
reaccion se adicionaron 4 uL de buffer 5X Green Go Taq PCR, dNTPPs 1,0 uL (para una
concentracion final de 0.2mM por cada dNTPP), 1,0 uL de cada primer para una
concentracion final de 0,2 uM en la reaccién, GoTaq DNA polimerasa 0.10 uL, plantilla de
cDNA de acuerdo a la recomendaciones del fabricante, es decir 2ng/uL, y se completo el
volumen de la reaccién con agua libre de RNAsas.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: un primer paso de
desnaturalizacion a 95 °C por 2 minutos, un segundo paso de desnaturalizacion a 94 °C
por 30 segundos, luego el alineamiento por 30 segundos a la temperatura especifica para
cada par de primers, y un paso de elongacion a 72 °C por 30 segundos, se programaron
35 ciclos, y un ciclo de extensién final a 72 °C por 5 minutos, y el paso de finalizacion a
4°C. Adicionalmente, se realiz6 una rampa de temperatura de melting de los primers
para seleccionar la temperatura adecuada en las reacciones.

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis para la cual se
cargd 3 uL del producto de PCR mezclado con 1.5 uL de buffer de carga (Invitrogen),
para la tincion se utilizé6 GelRed (Biuotium) al 1%. Los tamafos de los productos de PCR
fueron determinados mediante comparacion con un marcador de peso molecular de 1000
a 50 pares de bases (GeneOn) en un gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X a 70 voltios
durante 60 minutos. Las imagenes se adquirieron con el fotodocumentador XR de Bio-
Rad.

8.1.5. Validacion de los primers por PCR en tiempo real
Se realizaron experimentos preliminares a la qRT-PCR para cada uno de los

primer seleccionados, con el fin de determinar la eficiencia de amplificacion. Se utilizé el
kit QuantiTect SYBR Green (Qiagen) y el termociclador RotorGen Q 5-Plex HRM (Qiagen)
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con software de procesamiento v2.3.1. Se realiz6 una recta de calibracion a partir de una
muestra aleatoria de cDNA. Por cada 20 uL de reaccioén se adicionaron 10 pL de buffer
2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1,2 uL de cada primer para una
concentracion final de 0,3 uM en la reaccion, cDNA en diluciones seriadas 1:10 partiendo
de una concentracion de 2 ng/uL de la siguiente forma: 2 ng/uL, 0,2 ng/uL, 0,02 ng/uL y
0,002 ng/uL, en agua libre de RNAsas, cada reaccion se realizé por duplicado.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: un primer paso de hot start de
95 °C por 15 minutos, un segundo paso de desnaturalizacién a 94 °C por 15 segundos,
luego el alineamiento por 30 segundos a la temperatura especifica para cada par de
primers, y un ultimo paso de elongacién a 72 °C por 30 segundos durante 40 ciclos de
amplificacion. Se considero adecuado un rango de eficiencia de reaccion entre el 95% y
el 100%. En la Figura 30 se presentan como ejemplo las rectas de calibracion de los
genes TNC y CTNNBH1, con las respectivas graficas de amplificacién de las diluciones
empleadas.

Figura 30. Rectas de calibracion de la gRT-PCR

TNC

Ct

Fluorescencia (UA)

Concentracion

Ct
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Concentracion Ciclo

Se adiciond un paso final de rampa de melting, en el cual se eleva la temperatura

de la reacciéon un grado centigrado cada 5 segundos, desde 60 °C hasta 99 °C, con el
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propésito de verificar la temperatura de melting del amplicon, y confirmar que solo se
estaba amplificando un objetivo para diferenciar la formaciéon de dimeros de primers que
pueden interferir con la cuantificacion del amplicén.

En la Figura 31. se presentan dos ejemplos de las curvas de disociacion donde
se observa un solo pico de temperatura de melting de los amplicones en 78,6 °C, lo cual
indica un producto de tamafio unico de amplificacion del gen de la ITGB1, mientras que,
en la curva de amplificacion del gen de la ALPL se observan dos picos, el primero a 78°C
que corresponde a la formacion de dimeros de primers, que por lo general presentan una
temperatura de fusion mucho mas baja que la del amplicén, y un segundo pico a 84,8 °C

que en este caso corresponde a la amplificacién del gen ALPL.

Figura 31. Curvas de disociacion de los genes ITGB1 y ALPL
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8.1.6. Genes normalizadores o housekeeping genes

Se utilizo la herramienta on line RefFinder, que permite introducir los datos de los
Ct obtenidos en la gRT-PCR para realizar el analisis de la estabilidad de los housekeeping
genes (HKG) por medio de los software Bestkeeper, Normfinder, Genorm y Delta Ct
simultdneamente. Se evalud el comportamiento de la expresion de los genes GAPDH 'y
RPL27 en los cultivos 2D y 3D, con el objeto de seleccionar el mejor gen normalizador.

Los resultados aparecen directamente como graficas, donde se presenta de
izquierda a derecha los genes que fueron mas estables a los menos estables. Ademas,
Reffinder también utiliza sus propios algoritmos para proporcionar un ranking con los
genes mas estables en funcion del anadlisis obtenido con los tipos de software
mencionados.

Se evidencio que la expresion de GAPDH y RPL27 fue muy variable entre las
muestras y entre las formas de cultivo 2D y 3D. Sin embargo, la expresion conjunta de
GAPDH y RPL27 fue mas estable en el cultivo 3D, ademas de presentar un aumento en
la expresidn relativa para los dos genes. Adicionalmente, y con base en los analisis
ejecutados con la herramienta RefFinder, especificamente el resultado que proporciono
el software Genorm, el cual asigno un promedio de estabilidad similar para los genes
RPL27 y GAPDH en cultivos 3D, asi como un valor de mayor estabilidad para el gen
GADPH en cultivo 2D frente al gen RPL27 como se observa en la Figura 32 se tomo la
decision de utilizar el promedio de los Ct obtenidos para RPL27 y GAPDH como valor

normalizador.

8.1.7. PCR en tiempo real y analisis de los niveles de expresién génica

Para evaluar los niveles de expresion de los genes diana, y de acuerdo con los
resultados de las rectas de calibracién se seleccioné la concentracion de 0,2 ng/ul de
cDNA. Como ya se menciond, se utilizé el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit
(Qiagen) y el termociclador RotorGen Q 5-Plex HRM (Qiagen) con un disco rotor 36, y el
software de procesamiento v2.3. Por cada 20 uL de reaccién se adicionaron 10 yL de
buffer 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 1,2 uL de cada primer (para una
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concentracion final de 0,3 uM), cDNA de acuerdo a la recomendaciones del fabricante, y

se aforo con agua libre de RNAsas, cada reaccion se realizd por triplicado.

Figura 32. Resultados del analisis RefFinder para GAPDH y RPL27
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Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: un primer paso de hot start de

95 °C por 15 minutos, un segundo paso de desnaturalizacién a 94 °C por 15 segundos,

luego el alineamiento por 30 segundos a la temperatura especifica para cada par de

primers, y un ultimo paso de elongacion a 72 °C por 30 segundos. Se programaron 40

ciclos para los pasos de desnaturalizacién, alineamiento y elongacién. En la Figura 33.

se presentan como ejemplos, las curvas de amplificacion obtenidas para los genes

RPL27 y TNC en cultivos 2D y 3D.
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Figura 33. Grafica de amplificacién de los genes RPL27 y TNC en cultivos 2D y 3D

RPL27 MONOCAPA RPL27 ESFERA

TNC MONOCAPA

Fluorescencia (UA)
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Se empleo el método del doble delta Ct (2-24CY) para calcular la relacién de
expresion de cada muestra en las dos condiciones de cultivo. Los valores de la
temperatura tedrica de melting, la temperatura de melting en la reaccién para cada uno
de los amplicones, asi como el valor del threshold, y la eficiencia de reaccién para cada
gen se presentan en el Anexo 2.

8.1.8. Verificacion de productos de qRT-PCR

De forma aleatoria, se seleccionaron algunos productos de la qRT-PCR para
verificar el tamafio del amplicén por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2,5%
en TBE 1X, a 70 V durante una hora, y tincién con Gel Red (Biotium). En este caso se
empled un marcador de peso molecular de DNA de 1000 a 50 pares de bases (Thermo
Fisher Scientific) como se presenta en la Figura 34. Las imagenes se adquirieron con el
fotodocumentador XR de Bio-Rad. Todos los procedimientos incluyeron controles

negativos y positivos apropiados.
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Figura 34. Analisis en gel de agarosa de los amplicones de la qRT-PCR

LADDER C+ C
RPLZT

Nota. El gel de agarosa evidencié el tamaino de 122 pb de los amplicones de la gqRT-PCR para el
gen ITGAS asi: M1, M2, M3, M4: muestras de cultivo 2D; E1, E2, E3, E4: muestras de cultivo 3D.

8.1.9. Analisis estadistico

Se evalud la significancia de las diferencias de expresion relativa de los genes en
cultivo 2D y 3D con el modelo lineal mixto, que incorpora componentes de varianza
asociado a la variacion intra e intrerclase, en este caso la variabilidad individual
relacionada con la naturaleza de la enfermedad y del efecto asociado al tipo de cultivo.
Los datos se presentaron como la media + error estandar de las medidas repetidas. Se
consider6 el valor p< 0,05 estadisticamente significativo. Para la evaluar la relacion entre
pares de genes se empled el coeficiente de correlacion de Pearson. Todas las pruebas

se realizaron en el software R.
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8.2. Resultados

8.2.1. Los genes GAPDH y RPL27 fueron amplificados de forma especifica en los
cultivos 2D de hGF CL £ P NS

La deteccion del fragmento del gen RPL27 mostro una sefial mas intensa y
consistente comparada con la sefial de GAPDH bajo las condiciones establecidas para
la PCR convencional, tal como se observa en la Figura 35. De acuerdo con la intensidad
de la sefial emitida en las rampas de temperatura, se eligio la temperatura de melting de
60 °C para los dos genes. Adicionalmente, se seleccion6 el gen RPL27 como control para

los ensayos de la PCR convencional y la qRT-PCR.

Figura 35. Rampa de temperatura para los genes GAPDH y RPL27
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Nota. Se selecciono la temperatura de melting de 60°C para los housekeeping genes

8.2.2. Especificidad en la amplificacion de genes de respuesta de la ECM,
mecanotransduccion y marcadores de precursores osteogénicos por PCR
convencional en los cultivos 2D y 3D de hGF CL * P NS

Se realizo un analisis comparativo de la amplificaciéon de los genes diana en los
hGF CL+P NS tanto en cultivo 2D como 3D. Segun estos resultados, los hGF CL+P NS
presentaron especificidad en la amplificacion para todos los genes diana (Figura 36,

Figura 37, Figura 38). Sin embargo, la intensidad de la banda del amplicén del genes
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ACTA2 disminuyo la intensidad en la muestras de las monocapas y los esferoides
analizados (Figura 36A), mientras que los amplicones del gen ALPL en las monocapas y
esferoides de hGF CL+P NS analizados no amplificaron (Figura 38A).

Figura 36. Productos de PCR de los genes COL1A1, ACTA2, BMPR2y TNC

COL1A1 ACTAZ B

Nota. (A). Productos de los genes COL1A1, ACTAZ2. (B). Productos de los genes BMPR2 y TNC.

RPL2: control. BMSC: células madre de medula 6sea humana. Mono:cultivos 2D. Esf: cultivos 3D.

Figura 37. Productos de PCR de VCL, RHOA, CTNNB1, ITGA5 e ITGB1
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Nota. (A). Productos de los genes VCL y RHOA. (B). Productos del gen CTNNB1. (C). Productos
de los genes ITGAS e ITGB1. BMSC: células madre de medula ésea humana. Mono: cultivos 2D.

Esf: cultivos 3D. RPL27: control.
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En el caso de los genes BMPR2, VCL, RHOA, ITGAS, ITGB1, ALPL 'Y SPP1 los controles
negativos de la reaccion evidenciaron una banda de amplificacion de menor peso
molecular que los genes diana, las cuales se relacionaron con dimeros de primers,

formados por complementariedad entre estos.

Figura 38. Productos de PCR de los genes ALPL, SPP1, WNT3ay RUNX2

Nota. (A). Productos de los genes ALPL y SPP. (B). Productos de los genes WNT3ay RUNX2.

BMSC: células madre de medula 6sea humana. Mono: cultivos 2D. Esf: cultivos 3D. RPL27: control.

8.2.3. Genes relacionados con la ECM y respuestas de mecanotransduccion se

modularon significativamente y presentaron gran variabilidad individual

Después de un periodo de incubaciéon de 4 dias, los esferoides derivados de hGF
CL+P NS evidenciaron una modulacion significativa para la mayoria de los genes diana,
asi como una gran variabilidad individual.

Especificamente, para los gene relacionados con la ECM, se observé que el gen
del COL1A1 en la mayoria de los pacientes, disminuyo la expresion significativamente
(cambio promedio de 0,02 veces), excepto para el paciente N° 5 el cual presento un
aumento de 1,5 veces (p< 0.001) (Figura 39A), por su parte, la TNC presento un aumento
cambio promedio de 1,5 veces (p< 0.01) para la mayoria de los pacientes (Figura 39B),
sin embargo, en este caso hay que resaltar que el paciente N° 3 presentd un aumento en

la expresion relativa de este gen de 133 veces.
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Figura 39. Expresion de genes relacionados con ECM en hGF CL+/-P NS
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Nota. (A). Expresion de COL1A17 (p< 0.001), (B). Expresion de TNC (p< 0.01).

Los genes de respuestas de mecanotrasduccion presentaron una gran variabilidad
individual, con la tendencia a disminuir la expresion para la mayoria de los pacientes
(Figura 40).

Sin embargo, el gen CTNNB1 tuvo un cambio promedio de 6,8 veces (p< 0.001)
para la mayoria de los pacientes (Figura 40), y disminuyo en 3 de los 7 pacientes 0,3
veces (p< 0.001). Los genes que disminuyeron la expresion significativamente para la
mayoria de los pacientes fueron: ACTA2 con una cambio promedio de 0.03 veces (p<
0.001) en todos los individuos de forma consistente (Figura 40A), la ITGA5 con un cambio
promedio de 0,42 veces (p< 0.01) (Figura 40B); VCL tuvo un cambio promedio 0,08 veces
(p< 0.01) (Figura 40D), mientras que el gen RHOA cambio un promedio de 0,26 veces,
no obstante, aumento en 3 de los pacientes en promedio 4,0 veces (p< 0.01) (Figura
40F).

Finalmente, no presento cambios significativos en la expresién el gen de la ITGB1
(Figura 40C), sin embargo, disminuyo la expresion 0,22 veces en promedio para 4 de los

7 pacientes, y aumento 1,56 veces para el resto de los pacientes (p >0.05).
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Figura 40. Expresion de genes relacionados con mecanotransduccién en hGF
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Nota. (A). Expresion de ACTAZ2 (p< 0.001). (B). Expresion de ITGAS (p< 0.01). (C). Expresién de ITGS
(p >0.05). (D). Expresion de VCL (p< 0.01). (E). Expresion de RHOA (p<0.01). (F). Expresion de CTNNB1

(p< 0.001).
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8.24. Los genes de marcadores de osteoprogenitores se modularon

significativamente en esferoides derivados de hGF CL * P NS

De manera similar al gen asociado a respuestas de mecanotransduccién ACTAZ,
el gen ALPL disminuyo significativamente para todos los individuos, en este caso,
presento una disminucién en la expresion de 0,05 veces en promedio; (p< 0.001) (Figura
41A). Asi mismo, el gen BMPR2 cambio en promedio 0,26 veces; para la mayoria de los
pacientes, sin embargo, para 2 de los pacientes aumento 1,5 veces, y para el paciente
N° 5 aumento 49,4 veces; (p< 0.028) (Figura 41D). Por su parte, el gen WNT3a cambio
en promedio 0,23 veces para la mayoria de los individuos, pero para el paciente N° 5
aumento 24,34 veces, mientras que, para el paciente N° 7 aumento 3,0 veces; (p< 0.01)
(Figura 41B).

Por ultimo, los genes que no presentaron cambios significativos de expresion
fueron, RUNX2, aunque disminuyo la expresion en la mayoria de los pacientes 0,42 veces
en promedio el paciente N° 5 presento un aumento en la expresion de 9,0 veces; (p >0.05)
(Figura 41C), y el gen SPP1 disminuyo la expresién 0,47 veces en promedio, pero el
paciente N° 7 aumento su expresion en 3,07 veces (Figura 41E).

Finalmente, en la Figura 42 se presenta el analisis de correlacion de Pearson, el
cual identifico los genes que disminuyeron la expresion sinérgicamente en los esferoides
hGF CL+P NS con un indice de correlacion igual o mayor al 98%, estos fueron: WNT3a
-ITGA5, WNT3a-BMPR2, BMPR2-ITGAS, y ACTA2-ALPL. A pesar que, el gen RUNX2
no presentd un cambio de la expresion estadisticamente significativo en el cultivo 3D, el
analisis de correlacion mostro una alta interaccion de este gen con los genes ITGAS y
WNT3a. Esta alta correlacion sugiere patrones de expresion similar para este grupo de
genes en los hGF CL+P NS bajo las condiciones de cultivo 3D, lo cual a su vez indica
una relacion funcional entre las respuestas de mecanotransducccion celular y la

diferenciacién hacia un fenotipo de celula osteoprogenitora.
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Figura 41 Expresion de marcadores osteoprogenitores en hGF
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Nota. (A). Expresion de ALPL (p< 0.001). (B). Expresién de BMPRZ2 (p< 0.028). (C). Expresion de WNT3a
(p<0.01). (D). Expresiéon de RUNX2 (p >0.05), (E). Expresion de SPP1 (p >0.05)
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Figura 42. Genes regulados sinérgicamente en esferoides hGF CL+/-P NS
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En la Tabla 12. se presenta el resumen del panel de genes evaluados. Como ya
se menciond, el perfil de expresion para todos los individuos fue muy variable, sin
embargo, se puede inferir que el cultivo 3D, independientemente de las caracteristicas
individuales de los pacientes logro inducir en la gran mayoria de los genes una
disminucion significativa en la expresion. La disminucion en la expresion de los genes
ACTA2 Y ALPL que fue altamente significativa y de forma consistente para todos los
individuos, sugiere que estos genes participan en la reprogramacion celular a la cual se
someten los hGF CL+P NS en condiciones de cultivo 3D y aun mas, el cambio en la
expresion de estos genes se relaciona posiblemente con la diferenciacién de estas

células hacia un fenotipo mineralizante.
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Tabla 12.Cambios en la expresion de genes diana en individuos con CL+/-P NS

Paciente  Genes con aumento de la Genes con disminucion de la Genes sin cambio
expresion expresion de expresion
COL1A, ACTA, BMPR2, ITGAS,
1 TNC ITGB1, VCL, RHOA, CTNN1,

ALPL, RUNX2, WNT3a, SPP1.
COL1A, ACTA, BMPR2, ITGAS,

2 TNC ITGB1, VCL, RHOA, CTNNT1,
ALPL, RUNX2, WNT3a, SPP1.
3 TNC, ITGAS, ITGB1, RHOA, COL1A, ACTA, BMPR2, ALPL, RUNX2
CTNNBI1. WNT3a, SPP1.
COL1A, TNC, ACTA, BMPR2,
4 SPP1. ITGAS, ITGBB1, VCL, RHOA,

CTNN1, ALPL, RUNX2, WNT3a.

5 COL1A, TNC, BMPR2,
ITGAS, ITGB1, VCL, RHOA, ACTA, ALPL, SPP1.
CTNN1, RUNX2, WNT3a.

6 BMPR2, ITGA5, CTNNB1. COL1A, TNC, ACTA, ITGBT1,
VCL, RHOA, ALPL, RUNX2,
WNT3a, SPP1.
7 BMPR2, CTNNB1, VCL, COL1A, TNC, ITGAS5, ACTA, ITGB1
RHOA, WNT3a, SPP1. ALPL, RUNX2.

8.3. Discusion

La expresion en tiempo real de los genes diana de los hGF CL+P NS en cultivo 3D
presentd una alta variabilidad entre los individuos. Sin embargo, fue evidente una
modulacion significativa en la expresion de la mayoria de los genes en cultivo 3D vs. 2D
para todos los individuos (Figura 39, Figura 40, Figura 41). Es importante, considerar
que se eligio el dia 4 de cultivo para extraer el RNA de los esferoides por ser el momento
en el que los parametros morfoldgicos indicaron el establecimiento de una estructura
esferoidal madura. Sin embargo, es probable que los esferoides hGF CL+P NS aun se
encontraran en un estadio temprano de diferenciacién o reprogramacion celular, teniendo
en cuenta que Roy et al. (247) reportaron una reprogramacién mecanica por
confinamiento lateral en la linea de fibroblastos NIH3T3 después de 10 dias de cultivo.

De otro lado, la investigacién de Chen et al. (346) mostré un numero importante
de genes expresados diferencialmente en células cultivadas en 2D y 3D por medio de la
técnica de gota colgante en una linea celular de fibroblastos de prepucio humano, a las
48 horas de cultivo. Adicionalmente, la expresion diferencial de los genes fue relacionada

con regiones genomicas que exhibieron cambios estructurales. Los investigadores
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encontraron el aumento en la expresion de 1253 genes y la disminucion en la expresion
de 2044 genes. Similar a los resultados de la presente investigacion, reportaron la
disminucién significativa de los genes ACTAZ2, VCL, y BMPR?Z2, y otros genes tales como,
STIM, VIM, RHOCK2, FAP, y PDGRFB. Sin embargo, a diferencia de los resultados de
la presente investigacion encontraron que los genes COL1A2, y SPP1 aumentaron su
expresion, mientras que la TNC disminuyo la expresion. Estas diferencias, se pueden
relacionar principalmente con el origen y la posicion anatomica de los fibroblastos.
Mientras que, los fibroblastos de prepucio se originan del mesenquimal, los hGF se
originan de las células de la cresta neural, lo cual establece perfiles especificos de
expresion génica durante el desarrollo y en los tejidos adultos. Esto, se traduce en
diferencias como el tamano celular, la tasa de proliferacién, la funcién
inmunomoduladora, la produccion de componentes de ECM, la expresion de moléculas
de adhesién, MMPs, TIMPs, etc. (134, 135).

A pesar, que la poblacién de células, las técnicas, y el tiempo de cultivo en el que
se realizaron los analisis de expresion génica en estos estudios difieren de la presente
investigacion, es evidente que el cultivo 3D de los hGF CL+P NS logro inducir cambios
en la expresidon de la gran mayoria de los genes diana en todos los pacientes,
adicionalmente, estos cambios se relacionan con genes involucrados en respuestas de
mecanotransduccion celular tales como, COL1A2, TNC, ACTAZ2, VCL, RHOA, INTGAS, y
CTNNB1 .

La disminucion altamente significativa de la expresion del gen COL1A1 para la
mayoria de las muestras de hGF CL+P NS en cultivo 3D (en promedio, 98% menor
expresion) fue un resultado similar al que reportaron Lo et al. (228) y Hartman et al. (359)
en cultivos 3D de fibroblastos humanos dérmicos y de ratdn. Estos estudios, también
informaron la disminucion de la expresion de varios genes relacionados con la ECM,
hecho que se asocid con procesos de desdiferenciacion o reprogramacion celular.

En conjunto, los resultados de la presente investigacion y la evidencia actual
sugieren que la disminucion significativa de la expresion del gen COL17 en los esferoides
de hGF CL+P NS se relaciond con procesos de MET y de reprogramacion celular via
mecanotransduccion. Adicionalmente se demostré que los hGF exhiben plasticidad,
caracteristica deseable para los enfoques de medicina regenerativa.
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Es muy importante mencionar que sélo una de las muestras (el paciente N° 5)
aumentd 1,42 veces la expresion del gen COL1A17 (Figura 39A) no obstante, las variables
morfologicas de los esferoides mostraron un comportamiento similar al resto del grupo
(Figura 19). El aumento, de la expresion del COL1A1 en este caso, se puede relacionar
con el proceso de cicatrizacion hipertrofica secundaria a la queiloplastia que presenté el
paciente, y que ademas coincide con el aumento de la expresion de los genes
relacionados con la vias de sefalizacion integrina/FAK/RhoA y Wnt/3-catenina (Figura
40, Figura 41) cuando se comparo con el resto del grupo. La sobre activacion de estas
vias se ha asociado a la cicatrizacion patologica, por lo tanto, los resultados de la
expresion génica en cultivo 3D para este paciente reflejaron una desregulacion de las
vias de cicatrizacién, de acuerdo con la revision de Jiang y Rinkevich (268).

Por su parte, el perfil de expresion de los genes diana del paciente N° 3 presento
un comportamiento similar al del paciente N° 5. Sin embargo, en este caso se observo
un aumento bastante significativo en la expresiéon del gen de la TNC (133,28 veces) y una
regulacion aumentada para los genes involucrados en las vias de sefializacion
integrina/FAK/RhoA y B-catenina, pero no para Wnt. Asi mismo, la morfologia de los
esferoides de este paciente tuvo un comportamiento diferente al resto del grupo: durante
los dias 3 a 6 se observé un aumento en el perimetro, el cual disminuyo6 el dia 7 y
permanecio estable hasta el dia 10 cuando de nuevo mostré un aumentd. Asi mismo, las
medidas del diametro, area y solidez de los esferoides de este paciente presentaron
valores altos respecto al grupo (Figura 19E). Adicionalmente, el paciente refirid
antecedentes familiares patologicos (hermana con cancer, y CL+P familiar) que se
pueden relacionar especificamente con una alta expresion del gen de la TNC, de acuerdo
con la revision de Midwood et al. (360), donde se describe que una de las funciones
principales de la TNC es la de ser una proteina de respuesta al estrés patoldgico, es
decir, que la sintesis de la proteina se induce rapidamente en muchos tejidos y por lo
tanto, modula la adhesion, migracién y proliferacion celular. Por ejemplo, en cultivos de
fibroblastos que se someten a tension de traccidn, la activacion mediada por la I1tgB1 de
RhoA induce el ensamblaje y la contraccion de la actina, esto da como resultado la
translocacion nuclear del regulador transcripcional leucemia megacarioblastica 1 (MKL1)
para activar la expresiéon de la TNC (361). La mayoria de los pacientes también present6
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un aumento promedio de 1,53 veces en la expresion de la TNC. Al respecto, la
investigacion de Chiquet et al. (343) evidencidé que la expresion de TNC durante la
elevacion de las apofisis palatinas puede modular la adhesion celular y de esta forma
influir en la aparicién de hendiduras orofaciales.

De otro lado, la revision reciente de Albacete et al. (362) y la investigacién de Li et
al. (363), demostraron como la TNC se secreta al espacio extracelular por medio de
microvesiculas donde une iones de Ca?* y participar en la mineralizacion de la ECM. Sin
embargo, este proceso requiere de mas investigacion, y tal vez pueda estar relacionado
con la mineralizacion que ocurre en la superficie de los esferoides hGF CL+P NS.

En resumen, la evidencia actual y los resultados de esta investigacidon muestran
que las alteraciones en la expresion y sintesis de moléculas de la ECM como el Col1 y la
TNC juegan un papel importante en la etiologia del CL+P NS, y por lo tanto requiere de
mayor investigacion. Igualmente, la modulacién en la expresion de estos genes de ECM
en condiciones de cultivo 3D sugieren una posible reprogramacion de los hGF.

De igual forma, se conoce ampliamente que la regulacion de la actividad de las
integrinas esta sujeta a la variacion de la biomecanica del sustrato, incluida la elasticidad
y la nanotopografia del ligando de la ECM, es decir que genera respuestas de
mecanotransduccion e influye de manera importante en el destino, tanto de los
fibroblastos como de las MSC (364). Estas caracteristicas tienen que ver directamente
con la menor expresion de los genes de la ITGAS y la ITGB1 en cultivo 3D para la mayoria
de pacientes. Sin embargo, la modulacion a la que se sometio el gen de la ITGA5 fue
significativa, mientras que para la ITGB7 no ocurrid lo mismo. Por lo tanto, es posible
considerar que la ITGB1 tienen la capacidad de regular un programa transcripcional
mecano sensible relativamente conservado en hGF, y que ademas participe en la
formacién y mantenimiento de la estructura esferoidal, tal como se evidencio en la

inmunotincion de los esferoides hGF CL+P NS y se discutié en el capitulo 4.



Caracterizacioén de fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de ... 159

Adicionalmente, por afinidad al sustrato especificamente al Col1 es muy probable
que la ItgB1 haya conformado heterodimeros con las subunidades a1 o a2 para inducir
cambios transcripcionales que se adapten a la composicién y arquitectura de una ECM
biomecanicamente distinta al entorno 2D, demostrando asi la plasticidad de los hGF.

La literatura y los resultados de las ultraestructura de los esferoides en esta
investigacion, también sugieren la posible interaccion entre las integrinas y los canales
ionicos para regular la proliferacion y la diferenciacion celular de hGF en cultivos 3D, de
acuerdo con la investigacion de Becchetti et al. (365), por lo tanto, esta es una perspectiva
que se debe continuar investigando.

De otro lado, para la mayoria de los pacientes la expresion de B-catenina (CNNB1)
aumentd en promedio 6,8 veces. Estos resultados, muestran de nuevo la alta variabilidad
en los perfiles de expresion génica y como el cultivo 3D indujo cambios importantes en la
expresion de este grupo de genes. Adicionalmente, la B-catenina se relaciona con el gen
WNT3a, el cual disminuyo significativamente la expresion para la mayoria de los
pacientes el dia 4 de cultivo. Estos resultados muestran la necesidad de evaluar de forma
dependiente del tiempo la modulacion en la expresién del panel de genes propuesto en
esta investigacion.

Asi mismo, se indagaron los cambios en la expresion de otros marcadores de
células osteoprogenitoras tales como RUNX2, SPP1, BMPR2 y ALPL. Para la mayoria
de los pacientes, este grupo de genes disminuyo significativamente (entre un 77% y un
95% menor expresion). Sin embargo, el cambio en la expresiéon de RUNX2 y SPP1 no
fue estadisticamente significativa. Estos datos indicaron que en el dia 4 de cultivo los
esferoides la expresion de los genes RUNX2 y SPP1 se mantuvo muy similar al cultivo
en monocapa, es decir, que el cultivo 3D no logro modular su expresion (Figura 41C,
Figura 41E).

A pesar, de la alta variabilidad en la expresidén de los genes diana para todos los
individuos, es importante resaltar que dos genes relacionados con la respuesta de
mecanotransduccion y con marcadores de osteoprogenitores mostraron una disminucion
significativa en la expresién en cultivo 3D en comparacion con el cultivo 2D. EIl primer
gen fue ACTA2, el cual disminuyé en promedio 97%. Estos resultados, son similares a
las investigaciones realizadas por Zhou et al. (366), Narva et al. (367), y Yu et al. (368)
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en esferoides de MSC, donde demostraron que la baja adhesion a la ECM vy la fuerte
adhesién célula-célula mediada por la relajacion del citoesqueleto de actina fueron
caracteristicas de alta pluripotencia, y que estas caracteristicas estaban intimamente
relacionadas con el proceso de reprogramacion celular. Adicionalmente, la investigacion
de Lo et al (288) concluyé que durante la formacion de esferoides las células se someten
a procesos de MET la cual induce también la reprogramacién celular. Incluso, en
poblaciones naturalmente heterogéneas como los hDF, unicamente el cambio de
microambiente 2D a 3D fue capaz de inducir patrones de expresion génica que indicaron
la “desdiferenciacién” o “reprogramacion” hacia la pluripotencia. Por lo tanto, en la
presente investigacion, se propone que la disminucién altamente significativa del gen
ACTAZ2 esta relacionada con la respuesta de mecanotransduccion del citoesqueleto de
los hGF CL+P NS para adaptarse a las condiciones del cultivo 3D e inducir cambios en
la expresion génica, procesos de MET, y posiblemente reprogramacion celular via
biomecanica, de acuerdo con Bidarra et al (347).

El segundo gen, fue ALPL el cual también presento una disminucion significativa
(en promedio 95%) para todos los pacientes sin excepcion. Este resultado muy
probablemente esta relacionado con el proceso de mineralizacion de la superficie de los
esferoides y sugiere la diferenciacion osteogénica desde estadios tempranos del cultivo
3D de los hGF CL+P NS, de acuerdo con la investigacion que realizaron Yamamoto et al.
(369) en células inmortalizadas de la papila dental de raton. En ese caso, las células
fueron cultivadas en placas de 96 pocillos de baja adherencia sin ningun factor exdégeno
que indujera la diferenciacion. De forma similar a esta investigacion se observo el dia 1
de cultivo una baja expresion de ALPL. Sin embargo, en las células inmortalizadas de la
papila dental la expresion de ALPL fue aumentando durante los 14 dias de cultivo, asi
como el resto de marcadores osteogénicos que evaluaron por qRT-PCR. También,
evidenciaron la formacion de nédulos mineralizados con alizarina roja el dia 2 de cultivo
los cuales fueron aumentando con el tiempo. Adicionalmente, por medio de inmunotincién
observaron particularmente en la zona periférica de los esferoides la expresion
relativamente fuerte de vinculina, pFAK y pPaxilina, moléculas asociada a integrinas el
dia 14 de cultivo. Los resultados de la presente investigacion, se aproximan a los de
Yamamoto et al (369), y en conjunto sugieren un fenotipo mineralizante para los hGF
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CL+P NS en cultivo 3D, sin embargo, es importante hacer el analisis de expresion génica
en diferentes puntos temporales del cultivo de esferoides hGF.

De otro lado, el analisis de correlacion de Pearson (Figura 42) identifico genes que
se modularon sinérgicamente en los esferoides hGF CL+P NS. En este caso, fueron
WNT3a - ITGA5, WNT3a — BMPR2, BMPR2 - ITGAS5, y ACTA2 — ALPL, y a pesar que, el
gen RUNX2 no presento un cambio estadisticamente significativo, el analisis de
correlacion mostré una alta interaccién de este gen con la ITGAS y con WNT3a. Esto
quiere decir, que estas parejas de genes presentaron patrones de expresion similar bajo
las condiciones del cultivo 3D, lo cual a su vez indica una relacion funcional entre las
respuestas de mecanotransduccién celular y la diferenciacion hacia un fenotipo
mineralizante.

Otra de las limitaciones de la presente investigacion, tiene que ver con que
solamente se evaluo la expresion génica el dia 4 del cultivo 3D. Es importante tener en
cuenta, que el comportamiento y la diferenciacion celular dependen de una red compleja
de sefales que operan en diferentes periodos y escalas del tiempo, por lo tanto,
comprender la temporo-espacialidad de las vias y respuestas de mecanotransduccién de
los hGF CL+P NS deberia ayudar a explicar los cambios del fenotipo celular. Por lo tanto,
queda pendiente evaluar la modulacién de los marcadores osteoprogenitores en periodos
mas avanzados del cultivo principalmente, asi como dilucidar el mecanismo por el cual
los esferoides hGF CL+P NS depositan minerales en condiciones de cultivo 3D.

Ahora bien, puede ser que los hGF se sometan a un proceso de diferenciacion
osteogénica parcial, de acuerdo con la investigacién de Monterubbianes (202) o quizas,
también es posible que los hGF CL+P NS cuenten con una mejor capacidad de respuesta
ante un estimulo de tipo mecanico, frente a la induccion quimica.

Igualmente, se debe considerar que la alta variabilidad de expresion en los perfiles
génicos de los hGF aislados de pacientes CL+P NS, limito la interpretacién de los datos
recolectados, y ademas pueden estar relacionados con el estado y severidad de la
enfermedad, de acuerdo con las investigaciones adelantadas por Krivicka et al. (271), y
Zivicova et al. (370), asi como el hecho, que son multiples los genes y los mecanismos
moleculares y celulares asociados a la presencia de hendiduras craneofaciales. Sin
embargo, del panel de genes evaluado por qRT-PCR, se sugiere que los genes ACTA2 y
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ALPL pueden ser candidatos como marcadores de los cambios fenotipicos a la cual se
someten los hGF CL+P NS en cultivo 3D. Elresto de genes evaluados se debe continuar
estudiando, para aclarar su rol en los cambios que induce el cultivos 3D en estas células.

Para finalizar, se resalta la estandarizacion de los protocolos de aislamiento y
cultivo en condiciones 2D y 3D de los hGF CL+P NS, asi como la estandarizacién de los
protocolos empleados en la evaluacion ultraestructural de los esferoides. En un futuro, tal
como lo plantean Parisi et al. (321) sera posible adaptar estas metodologias para
establecer modelos celulares clinicamente relevantes, para el estudio de los procesos de
crecimiento y desarrollo craneofacial, asi como de las anomalia craneofaciales, y la

medicina traslacional de enfermedades complejas.
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9. Conclusiones

En esta investigacion, se demostrd la capacidad de aislar y expandir de forma
eficiente células provenientes de defectos congénitos como el CL+P NS, asi como la
capacidad de inducir cambios importantes en el fenotipo de los hGF via biomecanica
empleando técnicas de cultivo celular de baja complejidad, con insumos accesibles, y lo
mas interesante aun, sin el uso de factores externos o inductores quimicos. Los
fibroblastos residentes en la mucosa masticatoria de pacientes, que presentaron
diferentes fenotipos de hendiduras, formaron de manera espontanea y consistente
estructuras multicelulares tridimensionales como respuesta al medio ambiente del cultivo,
especificamente a la rigidez del sustrato, lo cual a su vez indujo cambios en la expresion
de genes relacionados con la ECM, la mecanodeteccion y vias de mecanotransducciéon
celular, asi como en los genes marcadores de células osteoprogenitoras evaluados. Al
respecto, las células lograron crear un ambiente mineralizante en el nicho, el cual fue
evidente por el depdsitos de nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo en la superficie
de los esferoides, que eventualmente pueden servir como una matriz osteoinductora y/u
osteoconductora en enfoques de ET para la regeneracion de los tejidos Oseos
craneofaciales.

Adicionalmente, se sumo evidencia de la plasticidad de los hGF para someterse
a procesos que sugieren eventos de reprogramacion parcial via biomecanica vy, por lo
tanto, de la capacidad intrinseca para servir como fuente celular de facil acceso y con
muy baja morbilidad, para enfoques de medicina regenerativa.

Asi mismo, la alta variabilidad individual en la expresion de los perfiles genéticos
de los individuos que conformaron la muestra, respalda la evidente necesidad de
implementar enfoques de medicina personalizada en el diagndstico, tratamiento y
prevencion de las hendiduras craneofaciales, con el objetivo de mejorar la calidad de vida
de los individuos en todas sus dimensiones. De otro lado, a pesar de la alta variabilidad
en los perfiles genéticos, las células aisladas y expandidas de todos los pacientes,
presentaron cambios en el fenotipo celular via biomecanica, hecho que deja abierta la

posibilidad de implementar enfoques de medicina regenerativa, asi como la estimulacién
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biomecanica por medio de aparatologia ortopédica de forma mas racional,
independientemente del tipo y severidad de la hendidura.

Finalmente, también se evidencio la posible aplicacién del modelo de esferoides
derivado de hGF para el estudio de enfermedades congénitas, especificamente las
hendiduras craneofaciales, y como posible medio de diagndstico y/o prondstico de

patologias asociadas con las hendiduras.
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10. Recomendaciones

Es necesario continuar estudiando la capacidad que demostraron tener los hGF
en cultivo 3D para generar un ambiente mineralizante en vista que, en el presente estudio
no se logré demostrar cambios significativos en la expresion de genes osteoinductores y
osteoprogenitores, por lo tanto, es importante estudiar los cambios en la expresion génica
de los hGF a través del tiempo, y a mas largo plazo en condiciones de cultivo 3D.
Igualmente, es importante establecer el papel que juega la via de senalizacion
STIM1/Orai1-SOCE en las respuesta de mecanotransduccion celular en los hGF, y su
posible relacién con el ambiente mineralizante que indujo el cultivo 3D de estas células.

Adicionalmente, se propone con este modelo de células primarias y con la
implementacion de diferentes tecnologias de cultivo tridimensional como, por ejemplo, el
uso de microplacas de ultrabaja adherencia, campos magnéticos etc., asi como el
cocultivo con otras células derivadas de la mucosa bucal y del tejido éseo craneofacial,
para continuar con la investigacion traslacional, y la medicina personalizada enfocada en
la regeneracion de los tejidos blandos y mineralizados de la region craneomaxilo facial,
asi como avanzar en el conocimiento de los eventos de mecanotransduccidén y sus
implicaciones en los tejidos bucales.

Por lo tanto, con este trabajo se propone continuar con una linea de investigacion
para establecer modelos celulares enfocados en el estudio de la biologia oral in vitro, asi
como avanzar en la comprension de los procesos biolégicos que subyacen a la
enfermedades complejas en humanos, como el CL = P y otras anomalias craneofaciales
poco frecuentes, teniendo en cuenta que cerca del 5-7 % de todos los casos de CL = P,
la hendidura orofacial puede ser parte de sindromes raros que se presentan con
anomalias adicionales fuera de la region orofacial y que generalmente son causadas por
una mutacién de un solo gen, anomalias cromosdmicas 0 exposicion a teratdgenos

durante el embarazo.
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Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA V\O@E/@
FACULTAD DE ODONTOLOGIA P los wis
FUNDACION CLINICA NOEL

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LOS PADRES DE LOS NINOS QUE DESEEN
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION: DIFERENCIACION OSTEOGENICA DE
FIBROBLASTOS AISLADOS DE DEFECTOS DE LABIO Y/O PALADAR HENDIDO (CL+P)
NO SINDROMICO EN CULTIVOS 3D.

Investigadores Responsables

Dr. David Arboleda Toro. Profesor Universidad de Antioquia — Facultad de odontologia.
Dra. Ménica Tatiana Parada Sanchez. Profesora Universidad de Antioquia - Facultad odontologia.
Dra. Sandra L. Alfonso G. Estudiante Doctorado en ciencias odontolégicas-Universidad de Antioquia.

El presente documento busca tener su declaracién voluntaria de participacién en el presente
proyecto de investigacion.

¢ Cual es el objetivo de la investigacion?

El objetivo es estudiar el comportamiento en el laboratorio de las células de la encia del paladar
hendido, para que en un futuro se pueda construir en el laboratorio el tejido blando (encia) y duro
(hueso) faltante en el paladar de un nifio(a) que presente labio y/o paladar hendido, empleando
Su propio tejido.

¢, Como es el procedimiento para participar en el estudio?

Si usted decide participar en la investigacion, necesitaremos obtener una muestra de encia del
paladar duro de su hijo(a) en el momento que la clinica le programe el cierre quirurgico del labio
o el paladar. Esto quiere decir que el nifo(a) no tiene que asistir a la Clinica en otra visita para
poder participar en el estudio y los procedimientos de analisis de las muestras no tendran ningun
costo para usted.

¢ Cuales son los riesgos de la toma de la muestra?

De acuerdo con las consideraciones éticas de la resolucién 8430 de 1993 dictadas por el
Ministerio de Salud, participar en este estudio tiene un riesgo minimo ya que se tomaran 2mm de
la encia del paladar y se colocara un punto de sutura reabsorbible en el sitio, el nifio (a) no va a
necesitar de preparacién especial o adicional a las recomendaciones del cirujano para realizar la
cirugia del labio o del paladar.
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Los riesgos de la biopsia pueden ser sangrado proveniente del sitio de la biopsia, infeccién y dolor
en el sitio de la biopsia, para minimizar cada uno de estos potenciales riesgos identificados para
los participantes:

-Se tendra en cuenta la historia clinica del nifio(a)

-Se utilizar sutura reabsorbible para no tener que retirarla y asi evitar un procedimiento mas.

-En el control posquirurgico de rutina del procedimiento principal (cierre de labio o de  paladar),
el cirujano tratante revisara la zona donde se tomé la biopsia.

-El nifio(a) contara con servicio de consulta prioritaria en caso de que se presente una
complicacién posquirdrgica inmediata o mediata del procedimiento quirargico principal y/o al de
la toma de la biopsia.

¢En qué me beneficio por participar en la investigaciéon?

El nifio(a) que participe, al donar la muestra durante su cirugia no se beneficiara directamente,
pero mas adelante el beneficiado sera el grupo poblacional, es decir otros nifios que presenten
labio y paladar hendido, ya que se espera dar continuidad a la investigacién a partir de este
estudio. En el futuro, va a ser posible emplear la encia de cada paciente para disefiar en el
laboratorio osteo mucosa, con el fin que esta pueda ser usada en su cirugia para reconstruir el
paladar. De esa forma se beneficiaran otros pacientes con la misma condicién de labio y/o paladar
hendido, y se podra contar con una alternativa de tratamiento diferente al que se brinda
actualmente, para poder disminuir el numero de cirugias, mejorar la cicatrizacién y asi mismo
mejorar la calidad de vida de los nifios (as) afectados.

¢ Estoy obligado a participar en el estudio?

Su participacion es completamente voluntaria. Si usted decide no participar o retirarse del estudio
en cualquier momento, aun cuando haya iniciado su participacion puede hacerlo sin que esto
signifique un perjuicio o sancién para usted y la clinica seguira brindandole la atenciéon que su
hijo(a) requiere.

¢ Como se manejaran mis datos personales?

Todos los datos obtenidos son estrictamente confidenciales y con fines académicos.
Garantizamos que toda la informacion suministrada sera custodiada por el investigador principal
y sus datos personales no sera publicados ni revelados. Los resultados de la investigacion se
compartiran con el grupo médico-odontolégico de la Clinica, siguiendo normas estrictas de
publicacion en revistas, conferencias, congresos etc., y su informacion personal permanecera
completamente confidencial.

Previamente le hemos brindado informacién acerca de la investigacion que vamos a realizar para
invitarlo a participar en esta de forma voluntaria. No tiene que decidir hoy si va a participar o no.
Antes de decidir, puede hablar con alguien idoneo, con quien sienta confianza, sobre la
investigacion. Puede que haya algunas palabras que no entienda, usted me puede interrumpir y
yo le explicaré o ampliaré la informacién si lo desea. Si tiene preguntas mas tarde, puede
preguntarme a mi, o a miembros del equipo de investigacion.
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Yo , identificado(a)

con cédula de ciudadania Ne , por medio de este documento y
teniendo el derecho legal de consentimiento para la participacion de mi hijo(a)
manifiesto que:

1. He sido invitado(a) a participar voluntariamente en esta investigaciéon aportando informacion y
donando las muestras de tejido de paladar duro, dado que mi hijo/a debe ser sometido a un
procedimiento de cierre del labio o del paladar por indicacién explicita del médico tratante

2. He sido informado(a) acerca del proyecto, y que la toma de esta muestra implicara un riesgo
minimo para la salud de mi hijo(a).

3. Acepto que no recibiré compensacion alguna y que libero a los investigadores e institucion
participante de toda obligacion econdmica para conmigo o mi hijo(a).

4. Se me ha explicado que los procedimientos de analisis a los que se sometan las muestras no
tendran ningun costo para mi.

5. Se me ha asegurado que los resultados obtenidos a partir de las muestras de mi hijo/a se
manejaran de manera responsable y soélo con fines académicos y cientificos. En efecto, se me
ha informado que participar en la investigacion no tendra un beneficio directo para mi hijo (a),
pero en un futuro podrian verse beneficiados aquellos nifios que presenten labio y/o paladar
hendido.

6. Se me ha informado que se protegera mi privacidad y la de mi hijo (a), a través de la reserva
de mi identidad, omitiendo cualquier dato que permita identificar a mi hijo(a) en el momento de la
divulgacion de los resultados de la investigacion.

7. Se me ha explicado que, en cualquier momento, en caso de alguna duda, inconveniente o
consulta de los resultados de la investigacion relacionados con mi hijo(a), podré contactar a la
Doctora Monica Tatiana Parada Sanchez, o a la Doctora Sandra Liliana Alfonso Garcia
integrantes del Grupo de Investigacion Sinergia Odontoldgica al teléfono 2196772 o al celular
3103296947, igualmente puedo contactar al Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Antioquia al teléfono 2196740 o ubicar a los investigadores y al Comité de Etica
en la Calle 64 No 52-59 - Bloque 31, area de la salud en la ciudad de Medellin.

8. Autorizo a los investigadores para utilizar los datos o muestras en futuras investigaciones.

9. Entiendo que la participacién de mi hijo/a en esta investigacion puede terminar en el momento
en que yo lo decida y lo exprese a los investigadores responsables sin que perjudique la futura
atencién de mi hijo(a).

10. Mi firma en este documento manifiesta mi participacién voluntaria y la de mi hijo(a) en este
proyecto de investigacion.

Con la suscripcion del presente documento, autorizo de manera voluntaria, previa, explicita,
informada e inequivoca a las Instituciones participantes en esta investigacion, para tratar mis
datos personales y los de mi hijo(a), de acuerdo con la politica de tratamiento de datos personales
y para los fines relacionados con el objeto de la misma, en especial para fines legales, descritos
en la politica de tratamiento de datos personales de cada una de las instituciones. La informacién
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obtenida para el Tratamiento de mis datos personales la he suministrado de forma voluntaria y
es veridica.

CERTIFICACION DE CONSENTIMIENTO DE LOS PADRES PARA MENORES DE EDAD

Declaro que he entendido la informacion contenida en el presente documento relacionada con el
procedimiento y el objetivo de la investigacién a desarrollar, y que igualmente, he tenido la
oportunidad de hacer las preguntas o inquietudes que me han surgido.

En consecuencia, en uso de todas mis facultades legales y mentales, y libre de cualquier presion,
con mi firma autorizo para que se tome la muestra de encia de paladar durante la cirugia de cierre
de labio o paladar de mi hijo(a) y para que se trabaje y se estudie esta muestra en el laboratorio.
Ademas, autorizo que los resultados de dicho estudio puedan ser incluidos, analizados vy
publicados en la investigaciéon mencionada.

Firma y C.C. del representante legal Firma y C.C. del Investigador

Direccion y teléfono de contacto: Direccion y teléfono de contacto:

Firma - C.C. y parentesco de testigo (1) Firma - C.C. y parentesco de testigo (2)
Direccion y teléfono de contacto: Direccion y teléfono de contacto:

El presente consentimiento se firma en Medellin a los dias del mes

del afno
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Anexo 2. Condiciones de los primers de la gRT-PCR

Temperatura Temperatura Eficiencia de
Nombre del gen melting melting Threshold amplificacion

teérica (°C)  reaccién (°C) (%)
Colageno 1A1 (COL1A1) 85 86 0.05 100
Alfa actina de musculo liso (ACTA2) 78 82.5 0.06 98
Integrina alfa5 (/ITGA5) 83 84.5 0.05 96
Integrina beta 1 (ITGB1) 77 78.6 0.13 96
Tenascina C (TNC) 78 79.679 0.05 98
Receptor tipo 2 de BMP2 (BMPR2) 79 80.8 0.05 95
Fosfatasa alcalina (ALPL) 82 84.4 0.05 929
Vinculina (VCL) 82 83.3 0.05 96
Rho A (RHOA) 80 81.2 0.05 97
Beta-catenina (CTNNB1) ’8 80 0.05 98
Factor de transcripcion relacionado con
el factor 2 de transcripcién runt del 86 85.2 0.05 100
homo sapiens (RUNX2).
Homo sapiens familia Wnt miembro 3a 88 89 0.09 99
(WNT3a)
Fosfoproteina 1 secretada homo 79 80.3 0.05 99
sapiens (SPP1)
Gliceraldehido 3-fosfato 82 82 0.01 98

deshidrogenasa (GAPDH)
Proteina ribosémica L27 (RPL27) 84 85 0.05 97




Caracterizacioén de fibroblastos aislados de la mucosa palatina de individuos con defectos de ... 201

Anexo 3. Nanoparticulas secretadas por esferas derivadas de hGF CL * P NS y una

linea de osteoblastos humanos

POKV - X15,000 g

Nota. Imagen comparativa de la superficie de dos esferoides donde se observan nanoparticulas con
morfologia y tamafo similares. (A). Esferoide hGF CL+P NS de 21 dias de cultivo formado
espontaneamente, por medio de la técnica de superposicion de liquidos sin adicion de factores exdgenos.
(B). Esferoide de una linea de osteoblastos humanos en cultivo formado por medio de levitacion magnética,

e incubado en medio osteogénico durante 14 dias. Imagen tomada de Gaitan-Salvatella et al. (341)



