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Las enfermedades son los principales problemas de salud publica en la mayor parte del
mundo. El patron de enfermar se ha transformado en todo el mundo esto debido
principalmente a los estilos de vida cambiantes, que incluyen las dietas ricas en azucares,
el uso generalizado de tabaco y el aumento del consumo del alcohol. Ademas de los
determinantes socio-ambientales; las enfermedades bucales estdn muy relacionadas con
estos estilos de vida. Las enfermedades bucales son consideradas como uno de los
principales problemas de salud publica debido a su alta prevalencia e incidencia en todas
las regiones del mundo, y como en todas las enfermedades, la mayor carga es en las
poblaciones desfavorecidas y marginadas socialmente. Las graves repercusiones en
términos de dolor y sufrimiento, deterioro de la funcién y el efecto en la calidad de visa
también debe ser considerado. El tratamiento de las enfermedades bucales es
extremadamente costoso y no es factible en la mayoria de los paises de ingresos bajos y
medios.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que las enfermedades bucales son la
cuarta causa mas costosa de tratar, en nuestro pais se encuentran entre las de mayor
demanda de atencion en los servicios de salud del pais.

En paises de altos ingresos, la carga de la enfermedad oral se ha abordado mediante la
creacion de avanzados servicios de salud bucodental que ofrecen principalmente el
tratamiento a los pacientes. La mayoria de los sistemas se basan en la demanda de
atencidn recibida por los odontdlogos privados, aunque algunos paises de altos ingresos
han organizado servicios publicos de salud bucodental en los sistemas. En la mayoria de
los paises de bajos y de ingresos medios, la inversion en el cuidado de la salud oral es baja
y los recursos se asignan principalmente a la atencidén oral de emergencia y alivio del
dolor.

De acuerdo con la OMS la salud bucal puede definirse como la ausencia de dolor orofacial
crénico, cancer de boca o garganta, uUlceras bucales, defectos congénitos como labio
leporino o paladar hendido, enfermedades periodontales, caries bucal y pérdida de

dientes, asi como otras enfermedades y trastornos que afectan a la cavidad bucal.
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Diferentes investigaciones han mostrado que mds de 120 enfermedades sistémicas se
originan en la cavidad bucal. Las enfermedades bucales se han asociado con compromiso
nutricional, cancer, xerostomia, neumonia, bacteriemia, enfisema, problemas del corazén,
diabetes, complicaciones en cirugia entre otras. Las enfermedades bucales aumentan el
riesgo de enfermedades cronicas como las enfermedades cardiovasculares vy
cerebrovasculares, la diabetes mellitus y enfermedades respiratorias.

La caries dental y la enfermedad periodontal son dos de los problemas mas significativos
de la Salud Publica Bucal. Sin embargo, no son las Unicas enfermedades y trastornos que
se presentan en la cavidad bucal también existen los trastornos del desarrollo y de la
erupcién de los tienes, enfermedades de la pulpa, y los tejidos periapicales, anomalias
dentofaciales, lesiones en la mucosa bucal, cdncer de la cavidad oral y maloclusiones que

afectan a la poblacién.

Periodonto

El periodonto normal provee el soporte necesario para mantener al érgano dentario en
funcién. Este aparato consiste basicamente en cuatro componentes: encia, ligamento
periodontal, hueso alveolar y cemento radicular. Cada uno de estos componentes es
distinto en su localizacidn, arquitectura, composicién bioquimica y quimica. Sin embargo,
todos estos componentes funcionan en conjunto como una sola unidad. Investigaciones
recientes han mostrado que la matriz extracelular de los componentes del periodonto,
pueden influenciar las actividades celulares de estructuras adyacentes. Por lo tanto, los
cambios patolégicos que suceden en este pueden tener injerencia en el mantenimiento,

reparacidn y regeneracion de otros componentes del periodonto.

ENCIA

La mucosa oral consiste en tres zonas: la encia, la mucosa masticatoria y la mucosa bucal.

La encia a su vez esta anatdmicamente dividida en marginal, insertada e interdental. La

10
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encia marginal, es el borde de tejido que rodea al cuello del diente en forma de collar,
ésta mide en condiciones normales cerca de 1 mm de grosor y forma el tejido suave de la
pared del surco gingival. El surco gingival es el espacio alrededor del 6rgano dentario,
tiene forma de V, el cual permite introducir 1 mm la sonda periodontal. La encia insertada
es la continuacién de la encia gingival, es firme, resilente y adherida al periostio del hueso
alveolar. La encia interdental, ocupa el espacio inter-proximal por debajo del area de
contacto, ésta presenta forma piramidal y tiene forma de “col”. El tejido conectivo de la
encia es conocido como lamina propia y consiste de dos capas: 1) capa de la papila por
debajo del epitelio y 2) capa reticular que es la continuacién del periostio alveolar. El
tejido conectivo posee un compartimiento celular y extracelular compuesto de fibras y
sustancia fundamental. La sustancia fundamental rellena el espacio entre las fibras y las
células, es amorfo y tiene un alto contenido en agua. Se encuentra compuesto por
proteoglicanos, acido hialurdénico y sulfato de condroitina. La fibronectina une a los
fibroblastos a las fibras y los componentes de la sustancia intercelular. Los tres tipos de
fibras de tejido conectivo son: fibras de colagena, fibras eldsticas y fibras reticulares.
Dentro de los elementos celulares, la principal célula presente son los fibroblastos de igual
forma existen mastocitos, macréfagos, adipocitos y eosindfilos. Las caracteristicas clinicas
de la encia en un estado de salud son: coloracién rosa coral o pdlido, el contorno
corresponde con la anatomia de las coronas del érgano dentario, la consistencia es firme y
resilente, debe presentar una textura similar a una cascara de naranja. Cualquier

alteracion en lo antes mencionado, denotara un estado patoldgico o gingivitis.

LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal, es el tejido conectivo que rodea la superficie de la raiz
anatémica y el cual lo conecta con el hueso alveolar. Es continuo con el tejido conectivo
de la encia y lo comunica con los espacios endosteales del hueso alveolar. Los elementos
mas importantes del ligamento periodontal son las fibras, las cuales son de coldgena y

estan dispuestas en bulto y presentan una forma de olas cuando son observadas en cortes

11
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longitudinales. La proteina coldgena es el principal componente del ligamento
periodontal, esta proteina es bio-sintetizada por los fibroblastos presentes en este tejido y
en su mayoria estd compuesto por coldgena tipo | y lll, sin embargo, la colagena tipo IV
estd presente en la lamina basal. Las principales fibras del ligamento periodontal se
encuentran dispuesta en cuatro grupos, que son: fibras tranceptales, fibras de la cresta,
fibras horizontales, fibras oblicuas, fibras apicales y fibras interadiculares. Dentro de los
elementos celulares encontramos a los fibroblastos, cementoblastos y osteoblastos. Las
funciones del ligamento periodontal son: nutricidn, sensitivas, absorber las fuerzas de la

masticacién, mantener al érgano dentario dentro del alveolo, y de remodelacion.

CEMENTO RADICULAR

El cemento radicular es un tejido conectivo mineralizado, de origen mesenquimal, el cual
cubre la superficie de la raiz anatdmica del érgano dentario. Existen dos tipos de cemento
radicular; el cemento acelular (primario) y el cemento celular (secundario). Ambos tipos
consisten de una matriz interfibrilar mineralizada y fibras de colagena. El cemento es un
tejido que se deposita durante toda la vida, lo cual sucede en la zona apical de la raiz del
organo dentario. Asimismo, el cemento radicular, presenta muy frecuentemente
reabsorcién, sin embargo, éste tejido presenta un grado de reparaciéon bajo y va a
depender de la viabilidad del tejido conectivo. Los cementoblastos, son las células que se
encargan de sintetizar este tejido, y aunque se creia que era un tipo de tejido éseo, se ha

demostrado que presenta caracteristicas propias, lo cual lo hace un tejido uUnico.

HUESO ALVEOLAR

El hueso alveolar es la porcién del maxilar y de la mandibula que forma y soporta al
organo dentario (alveolo). El hueso alveolar anatdmicamente se clasifica en tres regiones:
hueso cortical, pared interna de hueso compacto (compuesto por hueso compacto) y

hueso trabeculado. Los osteoblastos, son las células encargadas de sintetizar la matriz

12
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extracelular, aunque también existen otro tipo de células como son: osteocitos y
osteoclastos; los osteocitos son células que se encuentran dentro de la matriz
mineralizada de hueso, y los osteoclastos que se encargan de reabsorber el tejido dseo en

situacion de estrés.

Fe Encia

5.
A ,

i Cemento dental
i I

§ 2 Hueso Alveolar

I

.

Hod

5,

- -
ne~

""l{"/"::.f Ligamento periodontal
P o dte s I

Figura 1. Se observa los componentes del Periodonto Dental

GINGIVITIS

La gingivitis es un proceso inflamatorio de la encia que puede ser reversible, caracterizado
por el cambio de coloracion, pérdida de la forma y agrandamiento de la encia. A pesar de
estos cambios, lo unién de la encia y el érgano dentario permanece intacto y por lo tanto
no hay pérdida de los tejidos de soporte. El tratamiento de esta enfermedad es la

remocion del calculo, que es el causante de ésta [1].
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PERIODONTITIS

La periodontitis es definida como la inflamacion de los tejidos de soporte del drgano
dentario causado por la acumulaciéon de microorganismos, resultando en la destruccién
progresiva del ligamento periodontal, hueso alveolar, cemento y encia con la subsecuente
formacién de bolsa periodontal, recesidon gingival o ambas. La caracteristica clinica mas
evidente es la pérdida de insercién. Esto es generalmente acompafiado con la formacién
de la bolsa periodontal y cambios en la densidad dsea del alveolo [2, 3]. Esta enfermedad

se puede clasificar en:

Periodontitis cronica

La periodontitis crénica es la forma mas comun de periodontitis, y las caracteristicas mas
notables son: acumulacién de calculo subgingival, destruccion de tejidos asociado con
factores locales, rango de progresion bajo, puede ser modificada por factores sistémicos
como la diabetes mellitus y el VIH, puede estar presente en nifios. La enfermedad también
puede ser descrita segun el grado de severidad como leve, moderada o severa basado en

la cantidad de la pérdida de insercion[3, 4].

Periodontitis agresiva

La periodontitis agresiva difiera de la crénica principalmente en la rapida progresion de la
enfermedad, asi como en la ausencia de grandes acumulaciones de placa dentobacteriana

y cdlculo; generalmente existe un antecedente genético asociado a esta enfermedad[3, 4].

ESTRATEGIAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA PERIODONTITIS

14
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Dentro de las estrategias conservadoras para tratar de revertir los efectos indeseables de
la enfermedad periodontal, la mayoria son terapias quirdrgicas dentro de las cuales se
encuentran: raspado y alisado, gingivectomia, curetaje abierto o cerrado. La terapia
periodontal tradicional trae como resultado la disminucidon de la longitud de la bolsa
periodontal, que trae como consecuencia recesion de los tejidos periodontales, trayendo
como resultado la exposiciéon de la superficie radicular del érgano dentario. Como
resultado final podemos encontrar la pérdida y recesidon de los tejidos gingivales, asi

como, el dolor e incomodidad del paciente a dichos procedimientos [5, 6].

PERIODONTITIS
SEVERA

Figura 2. Esquema que muestra la conformacion es estado de salud del periodonto, en el
cual se puede apreciar la integridad de la encia, hueso alveolar, cemento radicular y
ligamento periodontal (izquierda). Esquema que muestra la periodontitis severa, en la
cual tanto la encia, hueso alveolar, cemento radicular y ligamento periodontal, se ven

severamente comprometidos, esto a causa de la acumulacién de placa dentobacteriana,

15
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aunado a otros factores como son mala higiene bucodental, factores hereditarios,

tabaquismo (derecha).

NUEVAS ESTRATEGIAS

En afios recientes, se han venido desarrollando nuevas estrategias para tratar de
regenerar los tejidos perdidos por la enfermedad periodontal como son: injerto de tejido
suave, injertos de tejidos éseo, biomodificaciones de la superficie del drgano dentario,
regeneracion guiada de tejido dseo, terapia con factores de crecimiento y terapia génica.
Asi mismo, varios tipos de materiales han sido utilizados en el tratamiento.

Un injerto ideal debe ser biocompatible, seguro, hipoalergénico, no téxico y no debe
presentar riesgo de diseminar enfermedades. Tiene que ser lo suficientemente fuerte para

resistir las fuerzas mecdnicas y debe poseer un rango de absorcién adecuado([7].

INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos es una disciplina relativamente nueva y con un crecimiento
exponencial, ya que tiene como principal objetivo regenerar los tejidos que conforman los
organos del cuerpo humano que han sido dafiados, ya sea, por trauma o enfermedad y en
estos tiempos donde la tendencia mundial es aumentar la calidad y expectativa de vida de
las personas cobra importancia[8, 9].
Para poder regenerar un tejido, entran en juego una serie de factores fundamentales, los
cuales tienen que estar actuando en sinergia para poder lograr el objetivo, que es
devolver la forma y funcién del 6rgano en cuestion.
Los tres factores importantes son:

1) Células y sus fuentes

2) El disefio del Andamio

3) Los factores o inductores especificos

16
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Por ello, se mencionaran brevemente los tres pilares de las nuevas estrategias en la

ingenieria de tejidos:

1) CELULAS

Dentro de estos tres factores el primero de ellosse encuentran con cuales células se deben
trabajar, se proponen que los mejores resultados son las propias células, dentro de este
apartado existen gran cantidad, sin embargo, las mas prometedoras son las células
troncales mesenquimales (MSC) ya que éstas, presentan una gran capacidad de
proliferacién, asi como propiedades de inmunoregulacién[13], que es importante a la hora
de pensar en un rechazo que podrian presentar células ya comprometidas con un fenotipo
determinado, finalmente dentro de las caracteristicas a destacar de estas células, es que
pueden ser inducidas a cualquier tipo de linaje celular, esto es una ventaja ya que
dependiendo el tipo de tejido que se esté buscando regenerar es el tipo de induccién que
se le deberd proporcionar. Asimismo, el érgano dentario es un reservorio de una amplia
gama de células MSC como por ejemplo las de pulpa dental, envia y ligamento periodontal

[14-16].

CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

El término célula troncal mesenquimal (MSC) proviene del inglés “Stem Cell” que fue
utilizado por primera vez en la década de los 90’s por Haynesworth. Las MSC se definen
como células adherentes inmaduras no diferenciadas, con una alta capacidad de auto-
renovacion, con una morfologia tipo fibroblastica y que puede diferenciarse en otros tipos
de células especializadas con funciones especificas en el organismo. Asimismo, debe
expresar los antigenos de superficie estandarizados por la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT), los cuales son: Mas de un 95% de la poblacién celular debe expresar

positividad para los antigenos CD73, CD90 y CD105. Deben ser negativos para CD34
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(marcador de célula endotelial), CD45 (leucocitario), CD14 y CD11 (marcadores de

macréfagos y monocitos).

FUENTES DE OBTENCION DE LAS CELULAS TRONCALES

Las principales fuentes de obtencion para el aislamiento de las células troncales son: el
tejido adiposo, médula ésea, pancreas, higado, musculo esquelético, dermis, membrana
sinovial, tejido neural, hueso trabecular, sangre de cordén umbilical, tejido pulmonar,

pulpa dental y ligamento periodontal.

FIBROBLASTOS DE LA PULPA

Los fibroblastos son las células mas numerosas en la pulpa. Parecen ser células de tejido
especifico, capaz de dar lugar a células comisionadas por establecer la diferenciacion (p.
ej., células similares a los odontoblastos). Estas células sintetizan coldgeno tipo | y lll, asi
como proteoglucanos y glucosaminoglucanos. Sin embargo, actualmente, se considera
gue a partir del tejido pulpar se obtienen fibroblastos de pulpa indiferenciados. Los cuales
al ser caracterizados por los marcadores CD73, CD90 y CD105 presentan un potencial alto
de células MSC, siendo una fuente valiosa en los estudios en ingenieria de tejidos dentales

actualmente.

2) EL DISENO DEL ANDAMIO

En segundo lugar, es el disefo y fabricacion de andamios que simulen las propiedades
tanto fisicas, quimicas y mecdanicas de la matriz extracelular nativa, en donde se
encuentran sostenidas las células propias de cada 6rgano [10-12]. La técnica de sintesis de

peliculas delgadas poliméricas (PDP) emerge como una alternativa altamente eficaz para
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desarrollar membranas tanto en escalas micrométricas y nanomeétricas, los cuales
presentan diferentes tipos de propiedades fisicoquimicas, dependiendo del polimero que
se utilice para su preparacién[20-22]. Es un método fisico ya que depende de Ia
evaporacion del solvente donde se disuelve el polimero que se vacia sobre superficies de
vidrio o teflén. El grosor depende de la velocidad de evaporacién del solvente y de la
temperatura que puede ser a cuarto ambiental o hasta los 80°C.

En nuestro caso utilizamos para el desarrollo de la membrana un biopolimero como el
acido polilactico (PLA). Este biopolimero permite la obtencién de productos reabsorbibles
y biodegradables. Ha sido aprobado por la Food and Drug Administracién (FDA) para usos
médicos ya que de su biodegradacion se obtiene en el cuerpo agua, diéxido de carbono y
material organico. Asimismo, se puede formular para ser tanto rigido como flexible y por
tal motivo ha encontrado multiples aplicaciones en cirugia, ortopedia, ortodoncia,
oftalmologia, traumatologia y otras ramas de la medicina y como soporte para el

suministro controlado de numerosos medicamentos.

3) LOS FACTORES O INDUCTORES ESPECIFICOS

En tercer lugar, tenemos a las sefiales moleculares, donde principalmente se encuentran
bioceramicos (apatitas, carbonatos de calcio) y factores de crecimiento y diferenciacién
gue inducen funciones especificas a las células MSC o adultas del tejido [7, 10, 14, 17]. Las
bioceramicas son una fuente biocompatibilidad con los tejidos y no inducen inflamacién o
una respuesta de cuerpo extrafio. Estos materiales pueden ser considerados como
osteoconductivos, osteoinductivos u osteregulativos. Lo que significa que pueden inducir
la formacién de hueso, conducir la forma del crecimiento del hueso y regular las funciones
del hueso al oseo-integrarse con el tejido circundante.

En nuestro estudio utilizamos el carbonato de calcio (CaCOs) por ser una bioceramica que
esta ubicada en las sales de calcio la cual posee una superficie reactiva, densos y porosas

cuya unién al hueso se lleva a cabo mediante enlaces quimicos, formando una fijacion
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bioactiva. Sus formas reabsorbibles se han empleado como vehiculos de liberacion de
sustancias. Su capacidad de dar lugar a la formacién de una capa de apatita
hidroxicarbonatada activa idéntica a la fase mineral del hueso, los hace muy utiles en
cuanto a su aplicacién en la superficie de implantes d&seos para facilitar su
osteointegracién. Asimismo, una biocerdmica muy utilizada son las sales derivadas de
corales o de la cascara de huevo, lo cual trae consigo una biodisponibilidad como fuente
natural que actualmente estd comenzando a ser empleada en odontologia y en medicina
para la regeneracion de tejidos 6seos. Debido a esto la bioceramica de CaCOs posee una
alta biocompatibilidad y bioactividad con las células humanas. Provee de sitios activos
para la biomineralizacién, proliferacidon, adhesién y ademds posee propiedades de
osteoconduccién y osteointegracidén. Sin embargo, su fragilidad y baja resistencia a la
compresion limitan su uso clinico en injertos que deben soportar cargas o como material
de relleno. Otra de sus caracteristicas es su rdpida cinética de biodegradacion,

registrandose en estudios hasta 3 meses su reabsorcidn post-implantacion (19-21).

COMPONENTE CELULAR

SOPORTE MATERIAL

BIOMATERIAL

o e @
¢ %,

ADITIVOS ACTIVOS

PACIENTE PACIENTE
ENFERMO SANO
REGENERACION TISULAR

Figura 3. Esquema de la interaccion de andamios, células y sefiales moleculares, para

hacer posible la regeneracion de tejidos y érganos.

20



DESARROLLO DE PELICULAS DELGADAS DE PLA/CaC03 COMO ANDAMIO PARA REGENERACION TISULAR GUIADA




DESARROLLO DE PELICULAS DELGADAS DE PLA/CaC03 COMO ANDAMIO PARA REGENERACION TISULAR GUIADA

El uso de barreras que puedan soportar y guiar el proceso de regeneracidn para restaurar
la morfologia, fisiologia, estética y confort de los tejidos periodontales afectados por la
enfermedad periodontal justifican y hacen necesario la investigacion de nuevas estrategias
para el desarrollo de peliculas delgadas biocomposite con futuras miras a su aplicacion
como membranas periodontales. Los avances en los campos de la ingenieria tisular han
permitido el desarrollo de plataformas que actian como un sustituto artificial de la matriz
extracelular, que recapitulan las funciones basicas de ésta ultima, proporcionando soporte,
forma y estructuras superficiales con caracteristicas topograficas y estructurales a nivel
celular, que promueven la adhesién, migracién y diferenciacidon celular especifica para la
regeneracion tisular que regulen la respuesta bioldgica local. Asi este estudio pretende
contribuir al desarrollado de membranas por la técnica de peliculas delgadas poliméricas.
Por ello, proponemos combinar el PLA debido a las propiedades de biocompatibilidad y
capacidad de biodegradacion y; en segundo lugar, a la bioceramica de CaCOs, que puede
conservar la integridad estructural, dimensional y mecdnica lo suficiente para permitir una
respuesta celular que conlleve a la regeneracion tisular.

Como cirujano dentista es importante saber alternativas de tratamiento para cada una de
las especialidades y hablando de la enfermedad periodontal no es la excepcidn, pues se
trata de una enfermedad multifactorial que causa la pérdida de los tejidos de sostén del
diente; cuyos tratamientos se limitan a la detencidn del progreso de la enfermedad y otros
tratamientos que estan enfocados en la reparacidon celular pero que tienen algunas
limitantes, pues no cumplen con la estimulacién de proliferacion y diferenciacion de las
células encargadas de reparar los tejidos de soporte del diente. Significa esto que es dificil

recuperar totalmente la funcionalidad de los tejidos.
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¢Existird una respuesta bioldgica aumentada —adhesion, proliferacién- de las células
derivadas de pulpa dental ante la exposicion a una pelicula delgada composite de

PLA/CaCOs, en comparacion con las de PLA?
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta de biocompatibilidad de células derivadas de pulpa dental cultivados

sobre peliculas delgadas composites de PLA/CaCOs.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Sintetizar las peliculas delgadas de PLA y composites de PLA/CaCOs.

2) Aislar las células a partir de tejido pulpar.

3) Evaluar la respuesta de viabilidad celular de células derivadas de pulpa dental cultivadas

sobre las peliculas delgadas de PLA y composite de PLA/CaCOs.
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HIPOTESIS

Las peliculas delgadas composites de PLA/CaCOs aumentaran la respuesta de

biocompatibilidad de las células derivadas de pulpa dental

HIPOTESIS NULA

Las peliculas delgadas composites de PLA/CaCOs no aumentaran la respuesta de

biocompatibilidad de las células derivadas de pulpa dental.
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1. Sintesis de la pelicula delgada de PLA/CaCO3

El acido polilactico (PLA) con un peso molecular de 192,000 se obtuvo de la empresa
SIGMA, Aldrich, USA. Para la sintesis de las de las peliculas delgadas se pesaron 10 g de PLA
y se disolvieron en 100 mL de una soluciéon de cloroformo/etanol agitdndose 24 h.
Posteriormente, la solucién de PLA se decantd en moldes de teflon circulares de 20 cm
para desarrollar las peliculas delgadas, dejandose incubar en un horno a 60°C por 48 h.

Para la sintesis y desarrollo de las peliculas delgadas composites de PLA/CaCOs se siguid el
mismo procedimiento para la construccién de la pelicula de PLA,sin embargo, la
biocerdmica CaCOs se adiciond a un peso de 0.5 g, dejandose en agitacién durante toda la
noche. Una vez obtenida la mezcla, se decantdé en moldes de teflon circulares de 20 cm
para desarrollar las peliculas delgadas composites, dejandose incubar en un horno a 60°C

por 48 h.

2. Seleccidn de pacientes

Para realizar este estudio, se reclutaron 3 pacientes sanos de ambos sexos, adolescentes en
un intervalo de 12 a 18 afios de edad que acudian a la Clinica de Ortodoncia de la Division
de Estudios de Postgrado e Investigacidn de la Facultad de Odontologia de la UNAM. Su
tratamiento de base contempld extracciones de primeros premolares superiores e
inferiores y ellos fueron informados del estudio para su consentimiento y donacién de los
drganos dentarios. Con los criterios que a continuacién se describen.

Los criterios de Inclusion fueron: pacientes sin alteraciones sistémicas, buena salud
periodontal, dientes primeros y segundos premolares, tanto maxilares como mandibulares,
izquierdos y derechos.

Los criterios de exclusion fueron: pacientes con enfermedades sistémicas, pacientes con
gingivitis y/o enfermedad periodontal, premolares con presencia de célculo dental y/o

presencia de caries y/o con reaccién periapical.
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3. Extraccion dental

La extraccién de los premolares de los pacientes se llevé a cabo en la Clinica de Cirugia Oral
y Maxilofacial de la Division de Estudios de Postgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia de la UNAM. La extraccidn se realizd utilizando 1.8 mililitros de anestésico
lidocaina con epinefrina (36 mg/0.025mg, Uniseal). Después el proceso de debridacidn con
una legra de Molt y posteriormente se luxé el érgano dentario con un elevador recto
delgado. Terminada la luxacién se extrajo propiamente el diente con férceps No. 150. El
organo dentario extraido se colocé inmediatamente en medio Dulbelcos Modified Eagle

Medium (DMEM) frio para garantizar el estado celular del tejido pulpar.

4. Obtencion de tejido pulpar

Posterior a la extraccion del 6rgano dentario, se procedidé a obtener las pulpas dentales. El
drgano dentario se fracturd por medio de la pieza de alta velocidad para garantizar no
danar el tejido pulpar. La muestra pulpar se extrajo de la cavidad y se colocdé en medio

alpha-MEM frio estéril.

5. Aislamiento de las Células de Pulpa Dental

Para llevar el aislamiento de las células derivadas de la pulpa dental; los tejidos pulpares se
colocaron en una solucién de 3 mg/mL de colagenasa tipo | durante 10 minutos. Pasado el
tiempo de digestion se lavaron con medio alpha-MEM con suero fetal bovino (SFB) al 10%
por 3 minutos. Los extractos digeridos de las pulpas dentales se dejaron crecer en cajas de
cultivo de 6 pozos en presencia del medio de cultivo alpha-MEM suplementado con 10% de
SFB, una solucidn de antibidticos (penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 p/mL) y
fungisona (0.3 p /mL), 100 mM de aminodcidos no esenciales y 100 mM de piruvato de

sodio, hasta obtener colonias celulares, aproximadamente de 2 a 5 semanas de cultivo. El
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medio de cultivo antes mencionado se cambid cada tercer dia, para garantizar el

crecimiento celular.

6. Procesamiento de las peliculas delgadas para cultivo celular

Previo al cultivo celular; las peliculas delgadas de PLA y composites de PLA/CaCOs3 fueron
cortadas en discos de 8 mm de diametro.

Para garantizar la esterilidad los discos de 8 mm de didmetro fueron colocados en placas de
cultivo de 48 pozos y se sometieron a esterilizacidon con una solucién de etanol al 75% con
antibidticos (penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y fungisona (0.3 pg/ml) por
30 minutos. Pasado el tiempo se retird la solucion y se dejaron secando bajo luz UV y un

flujo laminar estéril de aire por 24 h.

7. Ensayo de Adhesidn Celular

Para establecer el efecto de las peliculas delgadas de PLA y composites de PLA/CaCOs3 sobre
la adhesién celular; las células derivadas de la pulpa dental se sembraron en los discos de 8
mm de didmetro a una densidad celular de 1x10° células/ml con 500 pL de medio alpha-
MEM vy se cultivaran durante 4 y 24 horas a una temperatura de 37°C y en una atmésfera
de 95% de aire y 5% de CO; en un ambiente con 100% de humedad.

Posterior al tiempo de sembrado (4 y 24 h); las células que no se adhirieron a las
superficies fueron removidas por medio de tres lavados con PBS (solucién amortiguadora
de fosfatos). Las células adheridas a los andamios fueron fijadas con 4% de
paraformaldehido (PFA). La adherencia celular fue evaluada de acuerdo al método de
Cristal Violeta; las células fijadas fueron incubadas con 0.1% de cristal violeta por 10
minutos, lavadas 3 veces con agua bidestilada para remover el colorante no especifico y
posteriormente el colorante fue extraido con 500uL de duodecilsulfato de sodio (SDS) al

1%. De la solucién obtenida se tomaron 100uL que se colocaron en un pozo de una placa
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de 96 pozos para ensayos de ELISA y fue leido en un lector de placas (ChroMate,
AWARENESS) a una absorbancia de 545 nm. Los cultivos controles fueron las células
sembradas sobre los mismos platos de plastico. Los valores de la absorbancia obtenidos
fueron extrapolados para determinar el porcentaje de células adheridas a las peliculas
delgadas. Los experimentos de adhesidn celular se realizaron por triplicado, repitiéndose

por lo menos tres veces.

8. Ensayo de Viabilidad Celular (Citotoxicidad)

La viabilidad celular de las peliculas delgadas de PLA y composites de PLA/CaCOs al sembrar
las células derivadas de la pulpa dental se llevd a cabo por el ensayo CCK-8 (DOJINDO); este
método se basa en la reduccion de una sal de tetrazolio por medio de la enzima
deshidrogenasa dejando un producto naranja en el medio de cultivo. Para ello; las células
fueron sembradas a una densidad celular de 1x10° células/mL sobre las peliculas delgadas
de 8 mm de diametro en medio alpha-MEM a una temperatura de 37°C y en una atmdsfera
de 95% de aire y 5% de CO, en un ambiente con 100% de humedad por triplicado por 3, 5,
7 y 14 dias de cultivo. Después de cada periodo experimental, las células fueron incubadas
con 10 plL de la solucidon del CCK-8 a 37°C por 4 horas. Pasado este tiempo, se tomaron
200uL que se colocaron en pozos de una placa de 96 pozos para ensayos de ELISA, se llevé
a un lector de placas para obtener la densidad éptica a una longitud de onda de 450 nm.
Debido a que la generacién del producto anaranjado es (directamente) proporcional a la
actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, una disminucién en los valores que se
obtengan en la absorbancia indicaria una medida de la viabilidad celular. Los experimentos

se realizaron por triplicado repitiéndose tres veces.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL TRABAJO DE TESIS
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A los pacientes se les realizaron las extracciones de los primeros premolares superiores e
inferiores para fines de este experimento realizdndose en la clinica de Cirugia Maxilofacial
de la DEPel de la Facultad de Odontologia, UNAM. Los dientes una vez extraidos
inmediatamente se colocaron en medio DMEM con antibidticos para garantizar la
preservacion de los tejidos involucrados en este estudio.

Como se muestra en la figura 4, al 6rgano dentario primero se limpio los restos de sangre,
encia y ligamento para poder proceder a un corte en la corona del diente por medio de un
rotor con disco de diamante, para exponer el tejido pulpar para su extraccion. La pulpa al
ser extraida se colocd en platos de cultivo con medio rico en antibidticos para lavar el
tejijdo y evitar contaminaciones por la manipulacién, para posteriormente proceder a
realizar el cultivo celular conocido como técnica de explante, donde el tejido se somete a
crecimiento donde después de un periodo de tiempo empezaran a migrar los fibroblastos

pulpares indiferenciados o células troncales mesenquimales.

Figura 4. Extraccion del tejido pulpar
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Una vez extraida la pulpa, se colocé dentro de una caja de Petri con medio para su maxima
conservaciéon.Una semana después de haber realizado este proceso, por medio del
microscopio se logra observar la migracion de las células indiferenciadas que en nuestro
caso manejaremos como fibroblastos derivados de pulpa (Figura 5). El tejido pulpar se
mantiene hasta obtener una densidad celular en el plato de cultivo para realizar el retiro
del tejido y quedarse solo con el cultivo celular como se observa en la figura 6.
Aproximadamente se logra después de 4 semanas y media de mantener en cultivo el

tejido. La morfologia que se observa es del tipo fibroblastoide.

Figura 5. Microscopia dptica del tejido pulpar donde se observa la migracion de los fibroblastos

derivados de pulpa (FDP) a lo largo del tejido.

Figura 6. Cultivo celular de los fibroblastos de pulpa (FPD)
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En lasgréficas se puede apreciar la respuesta de adhesidn y proliferacién celular por parte de los
fibroblastos derivados de pulpa dental (FDP). Se observa que los FDP tiene una mayor adhesién y
proliferacién en las membranas de PLA con presencia de la biocerdmica de carbonato de calcio
(PLA/CaCOs) cuando se compara con la membrana de PLA. Asimismo, el ensayo de adhesion se
realizo por el método de cristal violeta la cual nos permitid poder obtener imagenes de la
morfologia de los FDP al estar interactuando con la superficie de la membrana composite de PLA.
Estas imagenes sustentan la respuesta de adhesion y de proliferacion donde se observa un

aumento en las interacciones célula FDP y PLA/CaCOs.

u CONTROL PLATO DE CULTIVO “ MEMBRANA PLA u MEMBRANA PLA/CaCO,

Figura 7. Adhesidn de fibroblastos de pulpa al plato de cultivo (a), membrana de PLA (b) y

membrana de PLA/CaCO:s (c) tefiidos con cristal violeta.
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Grafica 1. Adhesidn de los fibroblastos de pulpa en las membranas de PLA y PLA/CaCOs.
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Grafica 2. Respuesta de proliferacién celular de los FPD en las membranas de PLA y PLA/CaCOs.
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En la busqueda de alternativas de solucidn para reintegrar los tejidos de soporte dafiados
por la enfermedad periodontal estanla Regeneracién Tisular Guiada. Es una técnica
quirurgicausada en Periodoncia por la cual se procede a la restauraciéon de hueso, cemento
y ligamento periodontal a sus niveles originales mediante una membrana que funciona
como barrera fisica y pueda mantener un espacio entre el hueso, ligamento periodontal y
el tejido conectivo. Esto con la finalidad de impedir la adhesion del tejido gingival a la raiz
dental.

La primera membrana usada en esta cirugia fue elaborada de politetrafluoretileno
expandido (e-PTFE). Se trata de una membrana no absorbible que tiene una
rigidezexcelente, aunque con el tiempo los investigadores y clinicos se dieron cuenta de las
desventajas. Entre ellas son la facil contaminacién bacteriana si se llegara a exponer a la
cavidad bucal y una segunda intervencion para retirarlas. Alterar de nuevo los tejidos
blandos tras su cicatrizacidon y pensando en el costo beneficio de los pacientes fueron las
razones principales de llevar a los investigadores crear membranas absorbibles que
cumplieran con las mismas funciones en general de una membrana como son la
biocompatibilidad, evitar que tipos indeseables de células penetren, pero permitir el paso
de nutrientes y gases, integracién tisular, ser capaz de crear y mantener un espacio y facil
de manipular.

Salieron al mercado membranas de colageno, de acido polilactico, acido poliglicélico y
copolimeros de estas ultimas.

Existen estudios que demuestran el uso de todo tipo de material que existe de las
membranas absorbibles en la cirugia periodontal mencionando método de colocacién vy
para que se usa cada una. Para este estudio nos enfocamos en el uso del acido polilactico
pensando en el uso aumentado en medicina de este material. Hay pocos estudios en la
utilizacidon de estas membranas en el drea de periodoncia debido a su dificil manipulacidn y
también por los riesgos de colapsoporque no presentan rigidez. Los estudios que se
encontraron demostraron que cuando se usaban membranas de acido polilactico tenian
gue usar micro tornillos para mayor rigidez y para su uso en la regeneracion dsea guiada

habia que colocar injerto éseo de relleno en el defecto e impedir su colapso.
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El dcido polilactico por si solo funciona sélo como una barrera en la Regeneracion Tisular
Guiada pero se comprobd en esta investigacion de manera in vitro que agregando
carbonato de calcio considerada una biocerdmica con un alto potencial osteoinductor u
osteoconductor hay una mayor proliferacién celular de los fibroblastos derivados de pulpa
dental que en ausencia de la biocerdmica. Se podria pensar que también hay una mayor
rigidez en la membrana porque tiene la bioceramica que puede imitar los cristales de
hidroxiapatita y que también gracias a la porosidad que presenta tanto la membrana de
PLA como la misma bioceramica de carbonato de calcio incrementa la respuesta celular de
adhesién y de proliferacion que se traduce en mayor presencia celular.

El uso de la bioceramica de carbonato de calcio para este estudio es por tratarse de un
biomaterial que ha funcionado en el campo de Odontologia y Ortopedia.

Asimismo, en este trabajo se utilizaron como células derivadas de la pulpa dental que
corresponde a células troncales mesenquimales. Sin embargo necesitamos realizar mds
estudios para poder evaluar su capacidad de poder diferenciarse en otros tejidos celulares,
pero en este trabajo la membrana mostro tener una buena respuesta de biocompatibilidad
gue esperamos en un futuro pudiera ayudar a la regeneracion total de los tejidos perdidos

en la enfermedad periodontal.
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1. La técnica de pelicula delgada permite lograr membranas composite de biopolimeros
como el acido poli lactico (PLA) con bioceramicas activas como el carbonato de calcio
(CaCO3).

2. La membrana de PLA/CaCOs presenta una superficie que aumenta la respuesta de
biocompatibilidad celular.

3. Con este estudio se comprobé de manera in vitro que en las membranas de
PLA/CaCOsaumenta la adhesidn celular y la proliferacién.

4. El material es biocompatible ya que no detectamos muerte celular ni cambios en la
morfologia celular de los fibroblastos derivados de pulpa dental.

5. La membrana de PLA/CaCOs presenta un potencial uso como material para la ingenieria
de tejidos en especial en el campo de la periodoncia.
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