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INTRODUCCION

Actualmente la incidencia de enfermedades hereditarias, infecciones virales,
bacterianas y otro tipo de patologias incluyendo las neoplasicas han
impulsado la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento que no sean
tan radicales, agresivas y que resulten eficaces, esto con la finalidad de un
mejor prondstico y que brinden una mayor calidad de vida y supervivencia a
los pacientes. Si es cierto que el desarrollo tecnolégico ha crecido en el
campo meédico, a la fecha existen patologias en la cuales el tratamiento no
ha logrado tener un avance significativo en los pacientes, ejemplo de esto es
el carcinoma de células escamosas de cavidad oral, en el cual no se ha
logrado incrementar la sobrevida de los pacientes, manteniéndose dentro de
un rango de 5 anos en las ultimas décadas.

Por otra parte, la aplicaciéon de los tratamientos actuales para neoplasias
malignas, requiere someter a los pacientes a quimioterapia y/o radioterapia,
las cuales tienen severos efectos secundarios, presentandose incluso el
riesgo de dafar organos vitales. Ademas existen casos en lo que el
desarrollo del tumor requiere de una intervencién quirurgica, que en algunos
de los casos y dependiendo de la magnitud del dafo, disminuyen

significativamente la calidad de vida de los pacientes.

Recientemente se observa un interés creciente en el estudio, desarrollo y
uso de nuevas tecnologias dentro del campo biomédico. El uso de técnicas
como PCR, inmunohistoquimica, Western blot, CRISPR-Cas9, etc, tiene la
finalidad de obtener un diagnédstico certero y tratamientos exitosos para las
diversas patologias que se conocen en la actualidad. Una herramienta
valiosa que ha sido participe de avances importantes y que es requerida para
la utilizacién de las técnicas antes mencionadas, son los cultivos celulares.

Estos se utilizan para el estudio en diversas areas, siguiendo los estandares
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generales en los que las células son tomadas de los tejidos de interés y se
someten a procedimientos que permitan tener cultivos celulares in vitro para
estudiar e identificar los mecanismos celulares que se llevan a cabo bajo
condiciones especificas. En la actualidad los cultivos bidimensionales son los
de mayor uso, estos cultivos han sido y siguen siendo de gran utilidad en los
avances cientificos, sin embargo no se ha logrado mimetizar las
caracteristicas microambientales, estructurales y fisioldgicas de los tejidos de
origen, por lo que desarrollar metodologias que permitan desarrollar cultivos

celulares que cumplan dichas expectativas es de suma importancia.

Los cultivos tridimensionales que incluyen esferoides y organoides; han
demostrado poseer caracteristicas superiores a cultivos bidimensionales,
estos son una nueva alternativa para el desarrollo de tratamientos exitosos,
asi como para observar el comportamiento e interaccion de distintos tipos

celulares y su microambientes.

La generacion de nuevas alternativas de tratamiento que utilizan tecnologia
de vanguardia ha dado pie al desarrollo de nuevas estructuras que
mimetizan las caracteristicas de los tejidos de estudio, facilitando asi el
acercamiento a recrear escenarios idénticos al desarrollo in vivo, lo que es y

sera de suma importancia en el area médico-odontoldgica.

Los modelos tridimensionales, en este caso, los organoides; brindan una
nueva alternativa no solo de tratamiento, sino también de estudio para
observar el comportamiento de distintos elementos celulares ante nuevos
materiales, nuevos medicamentos incluyendo el estudio de procesos

fisiologicos, patologicos de algunas enfermedades y accién de farmacos.



Organoides: Modelos de estudio en patologia. \ﬁ,«

i~
P

1904

OBJETIVO

Describir la utilidad de los organoides como modelos de estudio en

patologia y su aplicacion en el area odontolégica.
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CAPITULO 1.- CANCER

El cancer es el producto final de la proliferacion desmedida de células que
resulta del acumulo secuencial de alteraciones genéticas en una célula
precursora (mutaciéon), es una poblacién de células que continia mutando
caracterizada por la secrecion permanente de factores de crecimiento y

factores angiogénicos (vascularizacion).’

El cancer no es formado por una sola exposicién o varias exposiciones en un
tiempo corto ya que el DNA es reparado por especificas ADN polimerasas.
Asi como los intermediarios formados por la radiacion ionizante, éstos toman
electrones de los nucleétidos del DNA, dafiando asi los pares de bases y su
secuencia o formando parte del DNA."

Para que el cancer inicie, una célula debe acumular al menos seis
mutaciones genéticas, cada una debe pasar a sus células descendientes en
la membrana basal la cual retendra esta mutacion como una célula madre
cancerosa la cual traspasara la mutacion a sus células descendientes; las
cuales mediante otros carcindbgenos obtendran otra mutacion donde no habra

apoptosis ni inhibicion del crecimiento.’

1.1 SIGNOS DISTINTIVOS DEL CANCER

En el afio 2000 se consideraban 6 signos distintivos (conocidos como cancer
hallmarks) dentro de la fisiologia de una célula que conducen al crecimiento
maligno: autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales
de anti-crecimiento, angiogénesis sostenida, evasién de la muerte celular
programada, invasion de tejidos acompafado de metastasis y el potencial sin
limite de replicacion.?

Un reporte en 2017 sefala la adicion de 4 signos: Inestabilidad gendmica
acompanada de mutaciones, inflamacion promovida por el tumor, falla en la
regulacion de las reacciones energéticas celulares y evasion de la

destruccion por medio del sistema inmune.(fig. 1)3
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Fig. 1 Esquema que muestra las 10 caracteristicas celulares que derivan en crecimiento

maligno (Hallmarks of cancer).?

Es importante senalar que el orden en que estas caracteristicas son
presentadas varia dependiendo de cada tipo o subtipo de cancer, sin
embargo en algunos tumores alguna lesién genética especifica le confiere
varias capacidades simultdneamente a las células, por ejemplo, la pérdida de

la funcion de la proteina supresora tumoral p53 confiere automaticamente la
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capacidad de angiogénesis y la resistencia a la muerte celular programada

dandole asi a la célula inestabilidad genémica.?

1.2 CANCER EN CAVIDAD ORAL

En cabeza y cuello los datos reportados a ultimas fechas indican que el
cancer oral se presenta comunmente después de la quinta década de la vida
y su incidencia aumenta con la edad, la mayoria de los estudios sugieren que

del 4-6% de los canceres de la cavidad oral ocurren antes de los 40 afios.*

La Organizacion Mundial de la salud reporta que el 95% de los canceres de
la cavidad oral son COCEs, GLOBOCAN en 2012 reportaba una incidencia
de 300,373 nuevos casos de los cuales los decesos fueron de 145,238. En lo
que va del 2018 el estimado es de 354,864 casos nuevos de cancer en labio
y cavidad oral de los cuales se reportan 177,384 decesos, un incremento
alarmante. Esta patologia esta rankeada como el 132¥° cancer mas comun a
nivel mundial, y algo importante de destacar es que no se ha logrado con
ningun tratamiento incrementar el tiempo de sobrevida de los pacientes en
las ultimas décadas, de ahi la importancia de desarrollar nuevas alternativas
de tratamiento y modelos para estudiar su biologia. La mayoria de los
canceres orales, particularmente en los paises en vias de desarrollo, se
presentan en etapas clinicas avanzadas, muy frecuentemente involucrando

los nodos linfaticos de la region.4¢

Otra patologia que se describe en cavidad oral son los tumores
odontogénicos. La incidencia relativa de estos tumores, indica que de 8364
casos reportados y analizados en 2011, 3387 casos fueron ameloblatomas
de los cuales 275 casos fueron reportados en maxilar y 2931 en mandibula
encontrandose que estos tumores se desarrollan frecuentemente en la
tercera década de la vida; 73 casos fueron diagnosticados como Tumor
Odontogénico Epitelial Calcificante, 40 casos reportados en hombres y 33 en

mujeres, de los cuales 26 fueron en maxilar y 46 en mandibula

10
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desarrollandose con mayor frecuencia en la tercera década de la vida; 1180
casos fueron reportados como Tumor Odontogénico Queratoquistico de los
cuales 733 se encontraron en hombres y 446 en mujeres, localizandose 244
en maxilar y 880 en mandibula; 399 casos fueron de Tumor Odontogénico
Adenomatoide, 170 casos fueron presentados en hombres y 238 en mujeres,
217 lesiones fueron encontradas en maxilar y 176 casos en mandibula; 140
casos fueron reportados de fiboroma ameloblastico, 60 en hombres y 80 en
mujeres, 32 casos fueron reportados en maxilar y 100 en mandibula; 1663
casos fueron reportados de Odontomas, 811 en hombres y 852 en mujeres.
841 fueron reportados en maxilar y 793 en mandibula; 63 casos fueron
reportados de fibro-odontoma ameloblastico, 34 en hombres y 29 en
mujeres, 22 casos en maxilar y 36 en mandibula; 274 casos fueron
reportados de Tumores Odontogénicos Quisticos Calcificantes, 152
reportados en hombres y 123 en mujeres, 270 reportados en maxilar y 118
en mandibula; 40 casos reportados de Tumor odontogénico Escamoso, 14
casos en hombres y 26 en mujeres, 23 casos en mandibula y 15 casos en
maxilar; 187 casos reportados de fibroma odontogénico, 89 en hombres y 88
en mujeres, 79 en maxilar y 103 en mandibula; 592 casos de mixoma
odontogénico fueron reportados, 252 en hombres y 340 en mujeres, 297
casos en mandibula y 268 en maxilar; 118 casos de cementoblastoma
reportados, 50 en hombres, 68 en mujeres, 86 en mandibula y 31 en maxilar;
343 tumores odontogénicos malignos fueron reportados, son entidades muy
raras. Pacientes mayores a 60% fueron los que desarrollaron estas lesiones
con mayor frecuencia. De este total relativo alrededor del mundo 349 casos
fueron reportados en México en el ano 1992 y el tumor mas frecuente fue el

odontoma.”

Los tumores odontogénicos por lo general requieren de tratamientos
radicales. Los datos descritos con anterioridad nos muestran una incidencia

baja de estos en 2011, sin embargo es importante su estudio y el desarrollo

11
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de nuevas estrategias de tratamiento, que brinden una buena calidad de

vida a los pacientes.

1.3TEORIAS DE LA ETIOLOGIA DEL CANCER

Existen diversas teorias que han tratado de explicar el origen del cancer, que
involucran diferentes paradigmas. Dentro de estas teorias se encuentra la
viral, la asociada a oncogenes, la asociada a genes supresores de tumor, la
geénica, la asociada a microambiente y recientemente el modelo estocastico
que involucra a células con caracteristicas de troncalidad en el desarrollo del
cancer.

La teoria viral fue la primera postulada, tuvo como fundamento el trasplante
de un sarcoma de un ave a otra atribuyendo el desarrollo tumoral a un virus,
posteriormente se describi6 que el genoma contenia un oncogén
potencialmente responsable de la transformacion neoplasica, sin embargo la
observacion de tumores especificos el retinoblastoma o el tumor de Wilms
indicaba que los responsables del desarrollo tumoral eran los genes
supresores de tumor. Después de descubrir una larga lista de oncogenes
asociados a tumores y a su vez genes supresores de tumores, surgio la
teoria génica del cancer, que engloba ambos fendmenos donde se postulaba
que el cancer era la consecuencia de una cascada de eventos en el ADN
que involucra tanto la activacién de oncogenes como la delecion de genes
supresores de tumor, sin embargo el conocimiento respecto a que la
transformacion neoplasica de una célula no significa el desarrollo de un
tumor debido a que las mutaciones normalmente son corregidas por un
sistema que se encarga del ADN, se postulé la teoria del microambiente, que
indica que la inflamacién constituye una estimulacién del sistema inmune que
altera la matriz extracelular y la interaccion entre las células, propiciando el

desarrollo de vasos sanguineos que son esenciales en el desarrollo tumoral.®

12
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En la actualidad se describe constantemente que la inmunosupresion y la
genética son de los factores mas importantes involucrados en el desarrollo
del cancer; la incidencia incrementa en pacientes inmunocomprometidos,
para el caso particular de tumores de cabeza y cuello, el carcinoma de labio
ha sido reportado en numerosos pacientes con trasplante de rindbn que
reciben terapia con inmunosupresores, lo mismo que el desarrollo de cancer
oral en pacientes jovenes VIH positivos. Otro dato descrito refiere que
pacientes con polimorfismos tienen mayor riesgo de desarrollar tumores, asi
como pacientes con la activacién de proto-oncogenes como ciclina D1, RAS,
MYC, EGR e inactivacion de los genes supresores tumorales.*

Por otra parte es importante destacar que la mayoria de los tejidos del
cuerpo pasan por un proceso de renovacion celular en el cual se pierden las
células maduras seguidas por la proliferacion de las células precursoras
jévenes. Estos datos indican que las células que son producto de las
progenitoras se diferencian en tejido maduro que es incapaz de
transformarse en cancer, sin embargo las células troncales y progenitoras no
diferenciadas de los tejidos, son vulnerables de sufrir lesiones carcinogénicas
en sus propias réplicas del ADN y podrian la principal fuente de la mayoria

de los canceres. !

Recientemente se retomd el concento que se describia hace 150 afios, el
modelo estocastico, en el cual se indica que el cancer surge de la
transformacién de una sola célula progenitora en un clon, que consiste de
muchas células descendientes con una acumulacién de genes alterados
llamados oncogenes y la teoria de las células troncales cancerigenas donde
se postula que una pequena poblacion de células son las encargadas de

mantener, producir y provocar la activacién de oncogenes.?

Sin embargo aunque las células cancerigenas continuan modificando su
comportamiento y propiedades (mutacion), las células con un cancer muy

temprano ya son una poblacién heterogénea. El impacto clinico que tiene es

13
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que a través del tiempo y como respuesta hacia los intentos de tratamiento
que se realizan el cancer puede convertirse en una poblacidon celular muy
resistente. Las células mas resistentes y las que proliferan mas rapido son
las se convertiran en el tipo celular dominante del tumor; esto se observa en
muchos canceres que pasan de un crecimiento lento y no realizan metastasis
a formas de crecimiento rapido, muy invasivos y metastasicos. Lo que
distingue un tumor maligno de uno benigno es la capacidad de realizar
metastasis de un tumor maligno. Es importante notar que el potencial de
realizar metastasis de un tumor esta relacionado con la localizacion y el
grado de alteracion genética; es independiente del grado histolégico de
mitosis del tumor. Lo que explica que un COCE bien diferenciado puede
producir metastasis en etapas tempranas (T1 y T2) a diferencia de un COCE
medianamente diferenciado que producira metastasis en etapas muy
avanzadas. Las células cancerigenas también secretan enzimas, factores de
crecimiento, factores de invasién, factores angiogénicos y otra gran cantidad
de factores que les dan la propiedades de crecimiento invasivo, divisiéon
celular independiente y metastasis. Debido a que la letalidad esta
determinada por la produccién de factores de crecimiento y no por la
diferenciacién ningun método como la microscopia Optica, electronica o la

citometria de flujo pueden predecir el comportamiento preciso del cancer.’

14
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CAPITULO 2.- CELULAS TRONCALES

Son células que tienen la caracteristica de auto renovarse y de dar lugar a
células descendentes con capacidad de diferenciarse y dar origen a multiples

estirpes celulares.(fig.2)’

009 0,
20900
Pluripotent
stem cells
Activin A Minimal media
O‘ )
Definitive Eclordrerm/
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Fig 2. Esquema que muestra la capacidad de diferenciacion de las células troncales

pluripotenciales.’

Las células troncales son clasificadas segun su origen en: embrionarias,
germinales o somaticas (fetales o adultas). Por otra parte segun su
capacidad para diferenciarse en otros tipos de células, se clasifican como

totipotentes, pluripotentes y multipotentes (tabla 1).°
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Tabla 1. Clasificacion de células troncales segun su capacidad potencial

para formar otros tipos de células®

Tipo de célula troncal

Descripcion

Ejemplos

Totipotente

Cada célula puede
desarrollarse en
cualquier tipo de célula

Células de embriones
tempranos (1-3 dias)

Pluripotentes

Las células pueden
formar casi cualquier

Algunas células de
blastocisto (5 a 14 dias)

tejido (mas de 200) )
tipo de célula

Células multipotentes
diferenci

solo en tipos de células
especificas

Tejido fetal, sangre del
cordon umbilical,
sangre periférica,
meédula ésea

Las células germinales son las que dan origen a los gametos (ovocito y
espermatozoide).'°

Las ceélulas troncales somaticas son especies relativamente raras
indiferenciadas que se encuentran en gran variedad de 6rganos y tejidos
diferenciados con capacidad de auto-renovacion y diferenciacién. Su
capacidad para diferenciarse varia dependiendo del 6rgano en el que sean

aisladas."

Las células troncales embrionarias (ESC) se derivan de la masa celular
interna de un blastocisto, que se forma unos dias después de la fertilizacion.
Durante la embriogénesis, la masa celular interna es capaz de generar el
ectodermo primitivo que eventualmente dara lugar a las 3 capas germinales
primarias: ectodermo, mesodermo y endodermo. Una caracteristica principal
que diferencia éstas celulas troncales de las demas es su habilidad de

proliferar en cultivos a largo plazo manteniendo su naturaleza pluripotencial.®

En 2006 un reporte de la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT
por sus siglas en inglés) establecio 3 caracteristicas principales que deben
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tener este tipo de células:

1.-Deben adherirse a superficies plasticas cuando se mantienen en
condiciones estandares de cultivo.

2.-Deben expresar CD105, CD73 y CD90 y ausencia de expresion de CD45,
CD34, CD14 o CD11b, CD79-alfa o CD19 y moléculas de superficie
HDLA-DR. Sin embargo este panel no es putativo de todos los linajes
celulares.

3.-Deben diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro.'?

Esta sociedad establece el término en 2006 “Células multipotenciales del
estroma mesenquimal” a las células que se adhieren a superficies plasticas y

pueden ser aisladas de la membrana basal.'?

2.1 CELULAS TRONCALES DE CAVIDAD ORAL

En la cavidad oral se han aislado diferentes tipos de células con fenotipo
mesenquimal, a diferencia de los otros tipos de células troncales, las de los
dientes derivan de la cresta neural y estan relacionadas con el linaje de
células progenitoras de los nervios periféricos lo que les da la posibilidad de
regenerar tanto tejido conectivo como nervioso. Se han aislado distintos tipos
de células troncales en los dientes: células progenitoras del foliculo dental,
Células troncales del ligamento periodontal, Células troncales de la papila
apical, Células troncales de los dientes prematuramente exfoliados y las
células troncales de la pulpa dental que sin duda han sido las mas utilizadas
para la investigacion, ademas de las que se han logrado aislar del ligamento

periodontal, del hueso alveolar y de la encia."

Se han aislado células troncales con capacidad regenerativa también de la
glandula pardtida, pacientes con cancer en la regiéon de cabeza y cuello

reciben radiaciéon que se ve reflejada en la reduccion de la produccién de
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saliva por lo que se busca regenerar por medio de éstas células la capacidad

de salivacion.®

2.1.1 CELULAS TRONCALES DE LA ENCIA

Células con capacidad de autorenovacién y capacidad pluripotencial han sido
aisladas de la encia humana, éstas células expresan el CD73, 90, 105 y
otros mas._In vitro tienen la capacidad de diferenciarse en adipocitos,
condrocitos y osteoblastos. Con el cultivo adecuado expresan también
marcadores de las células endoteliales como el CD31 y bajo condiciones de
diferenciaciéon neural dan positivo a marcadores neurales como proteina
acidica fibrilar, nestina y otros mas. In vivo son capaces de formar tejido
conectivo con la presencia de células semejantes a los fibroblastos y fibras
de colagena. Si éstas células son tratadas con dexametasona, al ser
trasplantadas en ratones inmunocomprometidos son capaces de generar
tumores mixtos (ectodérmicos y endodérmicos) que incluyen musculo
estriado, cartilago, hueso y tejido epitelial, lo que da indicios que son
capaces de generar tejidos que se desarrollan de la cresta neural durante la

embriogénesis.'®

2.1.2 CELULAS TRONCALES DERIVADAS DEL HUESO ALVEOLAR
Estas células expresan los marcadores superficiales CD73, CD90, CD105 y
STRO-1.12

In vitro muestran la capacidad de diferenciacién hacia linajes osteoblasticos,
condrogénicos y adipogénicos, bajo condiciones adecuadas en el cultivo se
puede inducir la osteogénesis.

In vivo inducen la formacién significativa de hueso en ratones
inmunocomprometidos, en este tejido neoformado se pueden observar

osteoblastos y osteocitos.'®
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2.1.3 CELULAS TRONCALES DEL LIGAMENTO PERIODONTAL.

Las terapias convencionales enfocadas al periodonto humano se enfocan a
la regeneracion del tejido por medio de la eliminacion de la placa
dentobacteriana, el calculo de las zonas afectadas y por medio de distintos
injertos, pero no ha sido posible restaurar completamente la funcion debido a
la complejidad del sistema.’”

Se ha identificado que el ligamento periodontal contiene poblaciones de
células progenitoras y de células con caracteristicas de troncalidad capaces
de diferenciarse en adipocitos, células productoras de colageno y células
semejantes a los cementoblastos dependiendo de las caracteristicas del

cultivo.'”

Como dato importante las células troncales pueden ser aisladas no solo del
ligamento periodontal sano, también del tejido inflamado y aun asi conservan
su capacidad de formar cemento y otros tejidos relacionados con el
ligamento periodontal, lo que lo hace una ventaja puesto que no se necesita

la extraccion dental para obtener dichas células.’”

In vivo expresan una amplia gama de marcadores asociados con dentina,
hueso, musculo, tejido neural y forman nddulos calcificados, tienen la
capacidad de diferenciarse en células osteogénicas, condrogénicas vy
adipogénicas dependiendo de la caracteristica del cultivo, en ratones
inmunocomprometidos son capaces de generar tejido similar al cemento y

regenerar el ligamento periodontal.’”

Estudios recientes han demostrado que células troncales del ligamento
periodontal aisladas de la superficie del hueso alveolar mostraron mayor
diferenciacion hacia células osteogénicas y adipocitos a comparacion de las
que se pueden aislar de la raiz dental lo que sugiere que este tipo de células
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troncales tienen diferentes caracteristicas dependiendo del sitio de donde

sean aisladas.®

2.1.4 CELULAS TRONCALES DENTALES

Este tipo de células troncales pueden ser aisladas satisfactoriamente en
diferentes grupos de diversas edades. Esta demostrado que la capacidad
pluripotencial y de regeneracion esta relacionada con el momento en que son
aisladas las células respecto a la edad del paciente, el potencial decrece en
cuanto la edad aumenta.

Estas células han sido aisladas tanto en dientes permanentes como deciduos
sin alguna diferencia caracteristica relacionada con los marcadores que
expresan o la diferenciacion, sin embargo las células aisladas de dientes
permanentes tienen mayor capacidad de formacién de tejido semejante al
cemento.

Hasta el momento se han identificado células troncales del ligamento
periodontal, de la papila apical, de los dientes deciduos exfoliados, células

troncales del foliculo dental y células troncales de la pulpa dental.(fig. 3)'314
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Fig. 3 Esquema que muestra la ubicacion de las células troncales identificadas en los tejidos
dentales, todas por sus siglas en inglés: Células troncales de la pulpa dental (DPSCs),
Células troncales de la papila apical (SCAPs), células troncales de dientes humanos
primarios exfoliados (SHEDSs), células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs), células

troncales del foliculo dental (DFSCs)."4

2.1.4.1 CELULAS TRONCALES DE LA PULPA DENTAL

Estas células expresan varios marcadores superficiales tales como CD73, 90
y 105.12

Estas células pueden desarrollarse in vitro para formar adipocitos, células
neurales, ademas de tener la capacidad para diferenciarse en osteoblastos,
condrocitos, miocitos, cardiomiocitos, neuronas activas, melanocitos y células
semejantes a los hepatocitos.'®

In vivo pueden formar nédulos mineralizados en la superficie de dentina
humana, con los materiales adecuados de andamiaje (fosfato de calcio,
acido polilactico, etc.) se pueden generar estructuras similares a las de la
dentina.’®

También se ha observado que pueden diferenciarse en adipocitos, células

endoteliales y fibras musculares y mejorar la vascularizacion.'3
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Recientemente un estudio especifico demostré que las células troncales de
la pulpa dental al ser inyectadas con puramatrix y colageno tipo 1 en los
canales radiculares de un premolar in vivo son capaces de regenerar el tejido
pulpar y de diferenciarse en odontoblastos funcionales productores de
dentina.’?

La combinacion de células troncales dentales de raton con células troncales
mesenquimales esta demostrado que forman érganos dentarios funcionales,
en 2011 se desarrollaron e implantaron 6rganos dentales en ratones que se
adaptaron adecuadamente e incluso funcionalmente, mostrando adecuada
dureza del esmalte y dentina, adecuada estructura, funcion del ligamento

periodontal y adecuada funcién ésea ante los movimientos ortodoncicos. '

2.14.2 CELULAS TRONCALES DE LOS DIENTES DECIDUOS
EXFOLIADOS

Estas células tienen una tasa de proliferacién mas alta que las de la pulpa
dental adulta, su poblacién es el doble y tienen la capacidad de formar
estructuras esferoidales.®

In vitro muestran tendencia a la osteogénesis, odontogénesis y adipogénesis
dependiendo de la caracteristica del cultivo. En un cultivo para diferenciacion
hepatica muestran producir proteinas especificas del higado y adquirir la
morfologia de un hepatocito. También han mostrado diferenciacion hacia
células endoteliales cuando se cultivan en una porcién de dentina.'®

In vivo continuan expresando marcadores neurales al ser trasplantadas al
hipocampo de ratones inmunocomprometidos. También inducen la formacion
de hueso por medio de las células osteogénicas del huésped por lo que
pueden estar relacionadas con la formacién de hueso durante la erupcion de

los dientes permanentes.'®
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2.1.4.3 CELULAS TRONCALES DEL GERMEN DENTAL

Estas células se han asilado del foliculo dental de los terceros molares
humanos.®

In vitro muestran la capacidad de diferenciacion en células osteogénicas,
cementoblastos y células hepaticas.

In vivo éstas células combinadas con un andamio de ceramica porosa y al
ser trasplantadas en ratones inmunocomprometidos producen tejido similar al

hueso con células semejantes a los osteocitos.'®

2.1.4.4CELULAS TRONCALES DE LA PAPILA APICAL

La papila apical es el tejido blando que se encuentra en los apices de los
dientes en desarrollo, de la cual se identificaron poblaciones de células
troncales. Estas células muestran una tasa de proliferacion mas alta que las
de la pulpa dental y también expresan los marcadores CD73, 90, 105 y
STRO-1.1216

In vitro pueden diferenciarse en células adipogénicas y osteogénicas.

In vivo pueden formar estructuras similares a la dentina, aparentemente son
la fuente principal de la formacién de la dentina radicular. En combinacién
con las células troncales del ligamento periodontal son capaces de formar un

complejo bioldgico similar al de la raiz dental.’®

2.1.5 CELULAS TRONCALES DE LA PAPILA FUNGIFORME DE LA
LENGUA

Se conoce que la localizacion de las células progenitoras de la papila
fungiforme de la lengua se encuentran en los brotes del sentido del gusto o
en la epidermis circundante, se han aislado este tipo de células en ratones
Jas cuales, con un cultivo adecuado se pueden inducir para formar
estructuras esferoidales (fig. 4) con este tipo de células que expresan

diferentes marcadores.'®
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Fig. 4 Imagen de microscopio de contraste de fase mostrando la agrupacion esferoidal de

las células de la papila fungiforme.®

2.1.6 CELULAS TRONCALES DE LAS GLANDULAS SALIVALES

La poblacion de células troncales en las glandulas salivales tanto en ratones
como en humanos responden al marcador especifico c-Kit y se ha
demostrado que la mayor cantidad de células que expresan este marcador
(funcionales para el desarrollo e investigacion) se encuentran principalmente
en los conductos mas amplios, nuevamente la exigencia de nuevas
alternativas de tratamiento e incluso el redisefio de tratamientos radicales
como la radioterapia en pacientes con cancer nos obligan a la investigacion
acerca de éstas células progenitoras.

Las células pueden ser aisladas e inducidas a formar estructuras
esferoidales (fig. 5) , pueden ser tanto de la porcion interna como externa de
la glandula, estas células al ser aisladas pueden inducirse a la formacion de
organoides, sin embargo esta funcién se ve comprometida si las células han

recibido alguna dosis de radiacion.’®
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Fig. 5 Micrografia que muestra la agrupacién esferoidal de las células de una glandula

salival.s.
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CAPITULO 3.- TECNICAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO DE PATOLOGIA
3.1 PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa)

Es un método basado en la habilidad de la enzima DNA polimerasa para
sintetizar nuevas hebras de DNA complementario a partir del DNA modelo.
Esta enzima puede afadir nucledtidos solamente a un grupo 3'-OH
preexistente por lo que necesita de un primer al cual pueda afadir el primer
nucleotido, esto hace posible delimitar la region especifica que se quiere
amplificar. Al final del PCR se acumularan billones de copias de la secuencia
especifica (amplicon).

Un estudio actual muestra su importancia en el diagnéstico de enfermedades
como la lepra, el reporte muestra que el PCR puede ser el estudio principal
para el diagnostico de esta enfermedad al examinar muestras de piel, incluso
mas importante que la microscopia, ademas se reporta que con el uso de
mas de un marcador se aumenta su efectividad. Si este estudio se logra
consolidar para muestras de sangre u orina en el futuro podria evitar la toma
de biopsias, un procedimiento que puede llegar a ser sumamente invasivo

para los pacientes. 920

3.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Es un método utilizado para la deteccién de antigenos en porciones de tejido
por medio de sus anticuerpos especificos. Su ventaja mas importante sobre
los métodos convencionales de deteccion de proteinas es la habilidad de
relacionar la presencia del antigeno con su localizacién en el tejido o la
célula. Es muy importante para el estudio de la funcion celular en
condiciones normales y patolégicas.

Inicialmente se utilizaba para la deteccion de un solo antigeno, actualmente
hay kits de deteccion que permiten la identificacion de al menos dos
antigenos utilizando dos enzimas como etiqueta (peroxidasa y fosfatasa

alcalina).?’
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Su importancia en el diagnostico e identificacion de elementos es de suma
importancia, un estudio en 2014 muestra su eficacia en la deteccion del gen
HER-2 (receptor de factor de crecimiemto epidérmico humano por sus siglas
en inglés) que estd presente en la mayoria de los canceres de mama
primarios, la importancia de la deteccion de este gen radica en la terapia
farmacolodgica, sin la presencia del HER-2 la terapia es diferente y por medio
de la técnica inmunohistoquimica es posible detectar su presencia y

localizacion.?122

3.3 WESTERN BLOT

Es una técnica de suma importancia utilizada en biologia celular y molecular.
Sirve para identificar proteinas especificas en una mezcla compleja de
proteinas extraidas de las células.

Esta técnica utiliza tres elementos importantes:

-Separacion por tamano

-Transferencia a un soporte sélido

-Marcaje de la proteina diana utilizando un anticuerpo primario y uno
secundario para poder visualizarla.

Un estudio reciente muestra su aplicacion en el analisis de produccion de
factores melanogénicos asociado a exposicion ultravioleta; la enzima SOD3
es un antioxidante que sirve para regular las especies reactivas de oxigeno,
sin embargo, en el estudio se describe su funcién inhibidora de factores
melanogénicos al ser utilizada en células productoras de melanina expuestas
a radiacion UV. Las proteinas como ET-1, EDNRA, Wnt7 y SCF inducen la
formacion de melanina en las células productoras expuestas a radiacion UV,
al ser tratadas con SOD3 se observa su baja expresion, la cuantificacion de
estas proteinas se realizo por medio de Western blot.23:24
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3.4 CRISPR- Cas9

Es un sistema que permite crear rupturas de las dobles hebras en el DNA
para que despueés se reparen; estas rupturas solo pueden ser reparadas por
recombinacion homologa durante la fase s/G2 del ciclo celular o en células
que acaban de realizar mitosis.

Un estudio en 2016 muestra la combinacion de este sistema de modificacidon
genética con terapia farmacolégica y su efectividad en Tirosinemia
hereditaria tipo 1 en ratones; ésta enfermedad es causada por la deficiencia
de fumarylacetoacetato hidrolasa que se encarga del paso final en el
catabolismo de la tirosina lo que lleva a su acumulaciéon y la de metabolitos
toxicos en la sangre. Después de tratar a los ratones con CRISPR-Cas9 y los
farmacos se demostré un decremento en los niveles de tirosina en plasma
mostrando la efectividad del sistema, lo que podria ser una alternativa de

tratamiento para la especie humana en el futuro.?®

3.5 CULTIVO CELULAR

El cultivo es el conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las
células in vitro, manteniendo sus propiedades fisiolégicas, bioquimicas y
genéticas. El tipo de cultivo mas utilizado es el primario. Se puede obtener a
partir de explantes primarios o de suspensiones de células disgregadas. La
disgregacion celular se realiza por métodos enzimaticos o mecanicos. En
estos cultivos se pierden las interacciones célula-célula y las interacciones de
la célula con la matriz extracelular. Sin embargo, las células son capaces de
proliferar y la poblacién celular crece notablemente. Cuando las células
ocupan toda la superficie disponible se dice que han alcanzado la
confluencia. En esta etapa, las células establecen contactos entre ellas que
inhiben su proliferacién y el crecimiento se detiene. Al cabo de un tiempo hay

que trasplantar las células a un nuevo soporte. 26

Cultivos en monocapa: las células crecen adheridas sobre un soporte solido

(plastico o vidrio). El anclaje al sustrato es un prerrequisito para la
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proliferacion celular. Es el método utilizado para la mayoria de las células
excepto para las hematopoyéticas. 26

Cultivos en suspension: las células se encuentran dispersas en el medio de
cultivo. Su crecimiento no depende del anclaje. Este tipo de cultivo se
restringe a las células hematopoyéticas, células madre, lineas celulares
transformadas y células tumorales. Alcanzan la confluencia cuando el
numero de células es grande y los nutrientes son insuficientes.?®

Las células del cultivo primario en monocapa se dispersan por métodos
enzimaticos y se pasan a un nuevo frasco de cultivo. En el caso de células
en suspension, sencillamente se diluyen en un medio fresco. Los sucesivos
cultivos asi formados se denominan una linea celular.

La formacion de una linea celular a partir de un cultivo primario implica que:

* aumenta el numero de células obtenidas

» acaban predominando uno o dos tipos celulares: los que tienen mayor tasa
de crecimiento

* la poblacion celular se hace uniforme y homogénea

* sus caracteristicas se conservan durante las sucesivas generaciones y, Si

se conservan en nitrégeno liquido, de forma indefinida.

Normalmente, las lineas celulares tienen una vida finita que, segun el tipo de
célula, se puede prolongar entre 20 y 100 generaciones. Superado ese
limite, las células entran en una etapa que se denomina senescencia en la
que pierden su capacidad de proliferar (supuestamente por el acortamiento
de los telébmeros) y mueren. Sin embargo, algunas células (como las de
roedores y las tumorales) evitan la senescencia y dan lugar a lineas celulares
continuas, que crecen indefinidamente. Estas células pueden surgir de forma
espontanea (exposicion a radiaciones ionizantes o a carcinégenos quimicos)
o inducida y son el resultado de un cambio genotipico denominado

transformacion.26
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3.4 CULTIVO CELULAR EN 3D

Muchos tipos celulares han podido ser cultivados desde el aislamiento de las
primeras células (HelLa), lo que se ha logrado por medio de herramientas
como la perfilacion del DNA y los estudios citogenéticos que sirven para
identificar caracterizar las diferentes lineas célulares.

La importancia de los cultivos en 3D radica en que las lineas celulares nos
proveen de un material homogéneo de estudio, el hecho de que se organicen
y agrupen en estructuras tridimensionales las induce a comportarse de una
manera similar a las condiciones naturales. A la fecha el cultivo en 3D ha
servido para estudiar alrededor de 380 especies celulares, las caracteristicas

del cultivo varian dependiendo de las necesidades de cada linea celular.

Las ventajas del cultivo en 3D sobre el de 2D radican en lo siguiente:
-Susceptibilidad real a los farmacos lo que permitira estudiar sus
interacciones, el descubrimiento de nuevos farmacos y la reduccion en la
experimentacion con animales.

-Permite el estudio de las sefalizaciones celulares y los mecanismos de
expresion genética, potencial de estudio para mutagénesis y biologia de la
radiacion.

-Permite el estudio de los mecanismos de control, de los factores de
transcripcion y perfiles metabdlicos, adecuados para el
estudio/descubrimiento de biomarcadores y estudios relacionados con la
biologia del cancer.

-Sirven como excelentes modelos de desarrollo en el area de bioingenieria
de tejidos que puede tener aplicacion en areas regenerativas y otras areas
terapéuticas.?8

Una importante contribuciéon que nos acerca al estudio del comportamiento in
vivo de los cultivos en 3D son las matrices y materiales estructurales
utilizados, entre ellos principalmente agarosa, colageno, fibronectina,

gelatina, laminina y fibronectina, a la fecha mas de 100 matrices diferentes
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estan siendo utilizadas, el material dependera del tipo celular a desarrollar.
La matriz de colageno tipo 1 es la mas utilizada debido al costo, la facilidad
de procesarse y la facilidad para la manipulacion celular.

Los materiales sintéticos también pueden ser utilizados para emular el
ambiente extracelular como porosidad, fibrosidad, permeabilidad vy
estabilidad mecanica, esta micro estructura une la reaccion bioquimica y
biofisica de las células adheridas para una mayor expresion in vitro.

La funcion de la matriz 3D es proveer un ambiente biolégicamente activo
para las células que les permita proliferar, diferenciarse y secretar
especificas matrices extracelulares que tendran potencial para diferentes

aplicaciones.?®

3.4.1 ESFEROIDES

Los esferoides son un modelo de cultivo 3D que aprovecha la tendencia
natural a agregarse que muestran muchos tipos celulares, para crear masas
multicelulares de forma esferoidal, que son objeto de cultivo in vitro. En la
practica, este modelo puede ser utilizado en cualquier tipo de investigacion
biomédica, debido a que, si se dan las condiciones adecuadas, se pueden
formar esferoides con cualquier tipo de célula. Los esferoides se han
utilizado con éxito en importantes campos cientificos, tales como el de la
Biologia Celular (adhesién, migracibn o morfogénesis), la Virologia
(aislamiento, propagacion y cuantificacion de virus, interaccion célula-virus);
la Farmacologia (evaluacion de farmacos); la Inmunologia (produccién de
vacunas, uso de moduladores inmunitarios); la Cirugia (comportamiento de
células de diferentes tejidos, como las de hueso y cartilago en diferentes
medios o frente a diferentes materiales); la Oncobiologia y la Cancerologia
(recreacion de tumores, estudios de quimiocinas en células cancerosas, o
terapia basada en anticuerpos); la Biologia del Desarrollo y de la Fertilizacion

(desarrollo de embriones).?”
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Un método sencillo para generar esferoides consiste en crear gotas de una
suspensioén celular (“método de la gota colgante”) sobre la cara inferior de

una superficie de vidrio o plastico (placa de Petri).(fig. 6) ¢7

Fig. 6 Fotografia que muestra el método de la gota colgante.?”

En cada gota asi creada, las células se desplazan hacia el fondo de la
misma, donde forman un agregado, para originar finalmente una masa de

forma esferoidal o esferoide.(fig. 7)?’

J\.J\.J\.

i.. Set
'.-I '0“

Fig. 7 Esquema del desplazamiento celular para la formacién de una estructura esferoidal en

el método de gota colgante.?’

Dependiendo del numero de tipos celulares presentes en el esferoide, se
pueden crear esferoides en forma de cultivo simple (esferoide monocelular) o
como co-cultivos (esferoide multicelular). Una vez creadas las gotas
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pendientes de su soporte, conteniendo cada gota un esferoide, el soporte es
llevado a un incubador. %’
Otro método importante para crear esferoides es a través de nanoparticulas,

este método sera descrito mas adelante.

3.4.2 ESTUDIOS DE DIFERENCIACION

Los cultivos en 3D han sido usados para muchos estudios en el area de
células troncales y estudios de diferenciacion, las células troncales son
ampliamente usadas como fuente principal para los modelos en 3D, esto se
debe principalmente a los avances en matrices y materiales estructurales.
Los cultivos en 3D nos dan la posibilidad de extender la investigacion celular
basica hacia su aplicacion terapéutica.

Estudios han mostrado que los sistemas en 3D son utiles para entender los
mecanismos de la diferenciacion de osteoblastos hacia osteocitos y para
entender su funcion en la metastasis 6sea y su aplicacion en la ingenieria
tisular. Segun la descripcion de Farrel en 2007 es posible lograr la
osteogénesis utilizando células troncales mesenquimales de ratdn utilizando
colageno tipo 1, segun Hosseinkhani se muestra el aumento de la expresion
de marcadores osteogénicos como osteonectina, fosfatasa alcalina, colageno
tipo 1, etc, durante la diferenciacion de las células troncales de la médula
0sea en ratones.

Los cultivos en 3D mostraron incremento en la diferenciacién de células
troncales embrionarias de raton hacia células precursoras hematopoyéticas
en comparacion con sus cultivos en 2D.

La condrogénesis y expresion de genes especificos de los condrocitos a
partir de células humanas del estroma de la médula ésea fue posible
mediante el uso de sistemas de cultivo en 3D.

Los cultivos celulares en 3D son incluso una excelente fuente para obtener

continuamente una dotacién de células especificamente diferenciadas, por
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ejemplo las células troncales pluripotenciales inducidas y las células
troncales embrionarias humanas proveen una fuente ilimitada de hepatocitos
humanos debido a su indefinida capacidad de auto renovacion y sus
propiedades pluripotenciales. La supervivencia prolongada de las células
diferenciadas en modelos tridimensionales en una gran ventaja en la
ingenieria tisular que puede volverse la alternativa a probar farmacos en
animales facilitando el descubrimiento de farmacos, la terapia genética, el

estudio de la biologia del cancer y avances en medicina regenerativa.?®

3.4.3 APLICACIONES FARMACOLOGICAS

Hasta 1980 los modelos animales eran ampliamente utilizados para el
descubrimiento y prueba de nuevos farmacos pero con el tiempo y debido a
las necesidades la practica en animales se volvid demasiado costosa y poco
etica.

Los cultivos en 3D tienen mayor potencial de identificar la toxicidad de los
farmacos, sustancias no efectivas en etapas tempranas del descubrimiento
de farmacos que las pruebas clinicas o animales ademas de reducir la
controversia del uso de modelos animales y disminuir el costo de las
complejidades experimentales que estos representan; los cultivos en 3D y la
manera en que las células se desarrollan en estos modelos es importante
para la respuesta farmacoldgica que puedan tener.

Modelos tridimensionales mostraron diferencia (a comparacion de los
modelos 2D) en la eficacia para predecir la hepatotoxicidad farmacoinducida.
Modelos tridimensionales de hepatocitos fueron menos susceptibles que los
2D al metotrexato lo que acerca mas a la realidad sobre la prueba de
farmacos, también mostraron incrementada resistencia a la sustancia en

cultivos 3D de hepatocitos de roedor.?®
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3.4.4 BIOLOGIA DEL CANCER

Muchos tipos celulares de tumores cultivados en esferoides tridimensionales
muestran 3 capas, la capa central necrdtica, la interna y la externa
proliferativa, estas capas imitan el microambiente de los tumores solidos en
los humanos. Varias caracteristicas de los tumores in vivo han sido
mostradas por los esferoides in vitro.

La utilidad de estos cultivos en 3D incluye el estudio de las vias de
sefalizacion, comunicacion celular, diferencia en las tasas de proliferacion
celular y sus patrones ademas de estudios acerca de biomarcadores en
cancer, invasion, metastasis y angiogénesis tumoral.

Hay muchas caracteristicas similares de las células cancerosas cultivadas en
3D que son paralelas a los tumores in vivo, particularmente en etapas
tempranas del crecimiento tumoral antes de que aparezca vascularizacion.
Los nucleos necréticos de los tumores in vivo pueden ser vistos en los
cultivos 3D, aunado a esto los indices proliferativos de las células tumorales
son bajos en este tipo de modelos.

También hay reportes diferenciales del metabolismo de las células tumorales
entre los cultivos en monocapa y los modelos 3D, cuando son comparados
con los de 2D las células cancerosas mostraron una sensibilidad disminuida
a la apoptosis inducida por quimio y radioterapia ademas de que la
sensibilidad celular a la quimioterapia basada en citotoxicidad es

significativamente baja en modelos 3D.26:28.29
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CAPITULO 4.- ORGANOIDES

4.1 ANTECEDENTES

Cientificos como Wilson,
Holtfreter y Weiss realizan
los primeros experimentos
de disociacion-reagregacion
en animales como ranas y
embriones de pollo. 1907-1960

Cientificos como Pierce,
Verney y Steinberg
1961y 1964 realizan los primeros
trabajos sobre
diferenciacion tanto
embrionaria como celular
in vitro.

La década de los 80’s fue
muy significativa, Evans
establece las primeras
células troncales de ratén, 6
anos mas tarde Bisell y
colegas muestran la
organizacion 3D del epitelio
del pecho.

1981y 1987

1998 Thompson aisla y cultiva
la primera linea celular
embrionaria humana a
partir de blastocitos
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Sasai y colegas generan
tejido de corteza cerebral a
partir de células troncales
pluripotentes, 1 afio mas
tarde Clevers y colegas
generan organoides 2008 y 2009
intestinales, los primeros
organoides ya establecidos.

4.2 GENERALIDADES

Los organoides se derivan de células pluripotenciales o de precursoras de
organos, que se organiza independientemente a través de la diferenciacion
celular para formar una estructura no muy diferente del 6rgano in vivo. (7)
Debido a la capacidad de diferenciacion de las células troncales
pluripotenciales estas pueden regenerar virtualmente cualquier tipo de célula.
Los organoides derivan de las células troncales pluripotenciales o de células
progenitoras que se diferencian para formar tejido, exhibiendo diferentes
tipos de células que se agrupan para formar estructuras parecidas a un
organo. Hay varias caracteristicas con las que un organoide debe de cumplir,
que son propias de un 6rgano:

-Debe tener mas de un tipo celular del 6rgano que modela

-Debe mostrar alguna funcion especifica de dicho 6érgano (filtracion,
excrecion, etc...)

-Las células deben estar agrupadas espacialmente y similar al érgano

emulado.30

4.3 POTENCIAL TERAPEUTICO DE LOS ORGANOIDES
El modelo de estudio de las enfermedades es uno de los principales
objetivos de los organoides, puede ir hasta desdérdenes del desarrollo,

cancer, enfermedades infecciosas y degeneracion.
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Las ceélulas troncales pluripotenciales humanas seran una herramienta muy
valiosa en el futuro del modelo de estudio de las enfermedades.
Recientemente los organoides de rifidn fueron generados a partir de células
troncales pluripotenciales inducidas de un paciente con enfermedad
poliquistica del rifidn lo que es una gran herramienta para el estudio de esta
y otras condiciones genéticas.

Los organoides cerebrales tienen en particular un potencial muy grande,
pueden ser utilizados para modelar desérdenes neuroldgicos que a la fecha
ha sido muy dificil o imposible modelar en animales. En el futuro los
organoides cerebrales pueden tener el potencial de modelar desérdenes
tales como autismo, esquizofrenia, epilepsia e incluso enfermedades
neurodegenerativas propias de edades avanzadas como el Alzheimer.

Los organoides también tienen el potencial de ser usados para probar la
eficacia y toxicidad de los componentes de los farmacos. Lo que puede ser
aplicado en el mismo campo de estudio del modelaje de enfermedades
degenerativas lo que seria una gran ventaja y uno de los principales
avances, el dejar de usar animales para hacer pruebas, unicamente cuando
se requiera un estudio de un organismo completo. Para esto los organoides
de higado seran de gran relevancia ya que éste érgano es el encargado de
metabolizar los farmacos de manera distinta a los animales, incluso la
creacion de metabolitos toxicos seria estudiada en humanos y no en
animales, los brotes de higado ya creados han mostrado producir
metabolitos especificos de la especie humana lo que sugiere que este tipo de
organoides son esenciales para el descubrimiento de nuevos farmacos.(7,8)
Finalmente los organoides tienen el potencial de proveer acercamientos
enfocados al reemplazo celular e incluso de 6rganos, pueden volverse una
fuente autéloga de trasplante de tejidos, por ejemplo, los organoides renales
tienen un gran potencial terapéutico ya que el rifidn es el érgano con la tasa
mas alta de falla en etapas terminales y lo vuelve el mas solicitado en la lista
de trasplantes. Actualmente ya se logré trasplantar organoides renales
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debajo de la capsula renal en ratones adultos lo que llevd a la
revascularizacion, un paso muy prometedor en las estrategias de remplazo

de organos (fig. 8,9).30:32

! Drug
1 efficacy
. testing

Drug
safety
testing

ai
replacement
therapy

Fig. 8 Esquema que muestra el potencial terapéutico de los organoides.3

Sin embargo aunque es importante conocer el potencial terapéutico de los
organoides también es importante conocer sus limitaciones, por ejemplo la
incompleta caracterizacion y maduracion de los sistemas como sucede en los
organoides retinales donde los fotorreceptores no se ha logrado que
maduren para ser sensibles a la luz o los organoides cerebrales que emulan
etapas tempranas del desarrollo cerebral pero han fallado en madurar hacia
etapas avanzadas como la formacion de las capas corticales. El aspecto de
maduracién parece ser un contratiempo en comun en el desarrollo de los
organoides, lo que afecta su potencial terapéutico y de investigacion, sin
embargo organoides como los intestinales han mostrado caracteristicas de
maduracién como la produccién de células troncales adultas LGR5. Otros

organoides han mostrado maduracién una vez trasplantados.30-32

39



Organoides: Modelos de estudio en patologia.

UNAM W

P

1904

Finalmente la vascularizacion ha sido un inconveniente para el desarrollo de
organoides in vitro ya que debido a la falta de irrigacidén y de nutrientes tienen
un potencial de crecimiento limitado, lo que también afecta su maduracion;
varios avances han sido realizados para solucionar esto como el uso de
biorreactores giratorios que pueden proveer una cantidad de nutrientes
permitiéndoles un mayor crecimiento aunque sea milimétrico.

De manera alternativa el cultivo con células endoteliales puede generar
estructuras similares a las redes vasculares, sin embargo la solucion mas
efectiva ha sido el trasplante de estos tejidos como se ha realizado en los
organoides de higado y riiidn lo que estimula la invasion de la red vascular

del huésped.®®
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Fig. 9 Esquema que muestra la aplicacion actual de los organoides.32
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4.4 ORGANOIDES: DESARROLLO TUMORAL Y ESTUDIO
FARMACOLOGICO

4.4.1 HIGADO

El cancer primario de higado es la segunda entidad maligna mas letal a nivel
mundial, de ahi la importancia de su estudio.

Tres tipos de cancer primario hepatico son los mas comunes: Carcinoma
Hepatocelular (CH), Colangiocarcinoma (CC) y un mixto Illamado
Colangiocarcinoma Hepatocelular (CHC).

El cultivo de organoides se realiza a partir de células troncales o células
progenitoras sanas, para el estudio tumoral se realiza a partir de células
cancerigenas.

Este tipo de células cultivadas en 3D de los tres tipos principales de cancer
primario hepatico (CH, CC y CHC) son capaces de imitar las caracteristicas
principales del tumor incluyendo:

-La expresion de marcadores caracteristicos del cancer primario hepatico lo
que podria ser de utilidad para el prondstico de los pacientes.

-Los organoides derivados de las células tumorales mantienen las
alteraciones genéticas del tumor del paciente (mutaciones somaticas,
aneuploidia, etc.)

-Son capaces de replicar las caracteristicas histologicas del tumor primario y
de realizar metastasis in vivo, esta reportado que este cancer realiza
metastasis principalmente a los pulmones y a los nodos linfaticos portales, al
ser trasplantados los organoides del tumor en ratones inmunocomprometidos
estos mostraron tener metastasis pulmonar.

-Son capaces de mostrar sensibilidad farmacolégica especifica del paciente

del que son desarrollados?®

Un estudio en 2017 hecho por Broutier et al. muestra el desarrollo de 6

organoides derivados de tumores de pacientes con diferentes canceres
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hepaticos, se observo lo siguiente:

-El farmaco taselisib funcioné como un inhibidor de crecimiento en 5 de los 6
modelos.

-El farmaco dasatinib suprimié la formacion del organoide unicamente en
células de un modelo de colangiocarcinoma.

-El organoide de colangiocarcinoma hepatocelular fue sensible al farmaco

AZD8931 inhibiendo este su crecimiento.?8

4.4.2 PANCREAS

El adenocarcinoma ductal pancreatico es la entidad maligna mas letal a nivel
mundial y la de peor pronostico y esperanza de vida para los pacientes
debido a su diagnéstico tardio y a su limitada respuesta al tratamiento.
Mediante el desarrollo de organoides derivados de las células de este tumor
se han logrado identificar caracteristicas importantes del tumor primario como
la poca vascularizacion que tiene lo que explica el inconveniente de la
correcta distribucion del farmaco, ademas de mantener la misma arquitectura
histoldgica y el estatus de diferenciacién especifico de cada paciente del que
se desarrollan los organoides, también se logré identificar la relacion que
existe entre TP53 y el SOX9, es importante ya que en otros canceres como
el de mama la presencia de SOX9 en el citoplasma es de mal prondstico, en
el adenocarcinoma ductal pancreatico con expresion de TP53 el gen SOX9
esta en el citoplasma.??33

Una de las razones mas importantes del desarrollo organoides derivados de
tumores primarios tales como el adenocarcinoma ductal pancreético radica
en poder establecer una terapia farmacoldgica personalizada, el desarrollo
de estos modelos en 2015 permitié conocer las siguientes caracteristicas:
-Insensibilidad al farmaco A366 (inhibidor de la histona metiltransferasa G9a)
-Pobre respuesta a la gemcitabina (Farmaco quimioterapéutico)

-No todos organoides tratados mostraron decremento de la proliferacién al
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ser tratados con gemcitabina y UNC1999 (Inhibidor de la EZH2)

-Solo algunos de los organoides mostraron supresion en la proliferacion
celular al ser tratados con UNC1999 unicamente (lo que sugiere su
dependencia de la EZH2)?°

4.5 ORGANOIDES: ESTUDIO FISIOPATOLOGICO

4.5.1 HIGADO

Entre los afos 2013 y 2015 se desarrollaron modelos tridimensionales y
organoides a partir de células troncales hepaticas de ratones, humanos,
felinos y canes. Los organoides de higado se han propuesto como modelo de
estudio para varias enfermedades hepaticas genéticas tales como deficiencia
de alfal-antitripsina, Sindrome de Alagille y enfermedad canina de
almacenamiento de cobre, sin embargo muchas enfermedades hepaticas no
tienen una etiologia monogenética, tienen una compleja fisiopatologia. Una
de las enfermedades metabdlicas mas comunes en humanos es la esteatosis
hepatica, conocida comunmente como higado graso, de igual manera varios
tipos de esteatosis ocurren en los felinos. Tanto en felinos como en humanos
con esteatosis los hepatocitos se sobrecargan de lipidos por el aumento de
acidos grasos libres que llegan al higado, lo que puede resultar en la
degeneracion e inflamacion de los hepatocitos que al final derivara en fibrosis
hepatica y carcinoma hepatocelular.
El desarrollo de organoides felinos de higado con esteatosis en 2017

permitié estudiar la fisiopatologia de la enfermedad (fig. 10).34
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Fig. 10 Imagen de microscopio de contraste de fases mostrando la formacién de organoides

de higado felinos.3*

Para estudiar el desarrollo de esteatosis se aumentoé la cantidad de acidos
grasos libres en el medio para comparar la retencion de los organoides
felinos (enfermos) con los de las otras especies (sanos). Se encontré que los
organoides derivados del higado graso felino retenian una mayor cantidad de

lipidos.34

4.5.2 CEREBRO

El desarrollo cerebral in vivo muestra un grado muy importante de
regionalizacién y heterogenicidad asi como la interdependencia de ciertas
regiones. Los analisis histologicos sugieren que los organoides cerebrales
humanos pueden mostrar similarmente regiones heterogéneas por lo que se
realizan pruebas de marcadores especificos de diferentes regiones
precursoras del cerebro, revelando asi la presencia de varias regiones tales
como el hipocampo, sin embargo no se han logrado organizar para formar
las estructuras que se aprecian in vivo.

Debido a que los desérdenes de desarrollo que afectan al cerebro humano

han sido dificiles de recapitularse en modelos animales, se espera que los

45



Organoides: Modelos de estudio en patologia. ax

B
w UNAM m
1904

organoides sirvan como modelo de estudio.

Su utilizacion como modelo de estudio de microcefalia es un paso
importante, se desarrollaron modelos a partir de células tomadas de un
paciente con el padecimiento, en particular alteradas por mutaciéon en la
proteina CDK5RAP2.

Los organoides derivados del paciente mostraron distintas caracteristicas a
los del grupo de control tales como la formacion escasa de tejido neuro
epitelial, diferenciacion prematura resultando en sobreproduccion neuronal y
una orientacion diferente en en el huso radial de la glia, siendo horizontal el
de los grupos de control y oblicuo el derivado del paciente, se requiere una
distribucion especifica horizontal para la expansién normal de las células
neurales lo que da como conclusién que la falta de CDK5RAP2 resulta un
cerebro mas pequeno.

Se espera que con el paso del tiempo este tipo de organoides sirvan como
modelo de estudio para otro tipo de alteraciones del desarrollo en el cerebro

y otros desoérdenes.3®

4.5.3 INTESTINO Y PULMON

La cryptosporidosis es una parasitosis que normalmente no se desarrolla en
humanos inmunocompetentes pero que representa un peligro para los
pacientes inmunosuprimidos (Px con Sida, nifios con malnutriciéon, pacientes
mayores) por lo que el uso de organoides para estudiar el desarrollo de la
cryptosporidosis es un modelo adecuado.

Por medio de microinyeccion se infectan dos tipos de organoides intestinales
(diferenciados y en desarrollo) con C. parvum (especie mas comun
responsable de parasitosis en humanos) y se cuantifica la presencia del
parasito en diferentes tiempos. La propagaciéon e infeccion del parasito fue
mas efectiva en los organoides diferenciados que en los que estaban en
desarrollo apuntando a que el C. parvum principalmente se dirige hacia

células diferenciadas.
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Se utilizé un anticuerpo para identificar las etapas del ciclo de biolégico del
parasito por lo que se puede determinar que el estudio del desarrollo de esta
parasitosis es viable mediante el uso de organoides ya que el ciclo fue
completado. Para comprobar la nueva formacion de ooquistes durante la
etapa de desarrollo del parasito se aislaron las formas inmaduras y se
inyectaron en organoides diferenciados los cuales después de 72h mostraron
la nueva formaciéon de ooquistes.

Mediante microscopia electronica de transmision se identific6 que en los
organoides diferenciados el parasito mostré infectar a los enterocitos

maduros. (fig. 11) 36

Invading sporozoite Trophozoite Type |l meront

Fig. 11 Imagen de MET mostrando las etapas del ciclo biolégico del C. parvum en

organoides diferenciados de intestino de humano.3®

Reportes han mostrado que el C. parvum también causa infecciones
respiratorias pero la fisiopatologia de este parasito en el tracto respiratorio

aun es desconocida casi en su totalidad por lo que el desarrollo de
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organoides del epitelio de la via aérea que emulan la via aérea bronquial
humana para modelar el desarrollo de la infeccién es de suma importancia.

El organoide pulmonar se compone de células basales, células ciliadas,
células caliciformes y células de la clara, para observar que el ciclo bioldgico
se completd se inyectaron ooquistes de C. parvum en los organoides, la
cuantificacion mostro el incremento del parasito en 24h después de la
inyeccion similar al crecimiento en un organoide intestinal. Se identifico que
el parasito puede infectar tanto células secretoras como no secretoras en los
organoides pulmonares, también se pudo observar la neoformaciéon de
ooquistes 6 dias después de la infeccidn por lo que se concluye que en los
organoides pulmonares el ciclo biolégico de C. parvum se logro

completar.(fig. 12)36

Control Injectad

Fig. 12 Imagen de microscopia por inmunofluorescencia mostrando la nueva formacion de

ooquistes en organoides pulmonares36.
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4.5.4 ESTOMAGO

Las enfermedades gastricas incluyendo la ulcera péptica y el cancer gastrico
afectan al 10% de la poblacién mundial y se debe en gran parte a infeccion
cronica por Helicobacter pylori.

Los organoides de estdmago forman glandulas gastricas primitivas (fig.
13),zonas proliferativas con células que expresan LGR5, células
superficiales, de la mucosa antral y diversidad de células gastricas
enddcrinas, que en conjunto ayudan a estudiar el desarrollo de la infeccidon

por H. pylori.3”

Fig. 13 Micrografia que muestra el desarrollo de los organoides de estdmago hasta formar

estructuras complejas similares a las glandulas gastricas.3”

Para estudiar el desarrollo de la infeccion se realiza la microinyeccién de H.
pylori en la luz de los organoides (fig.14) , se comprueba que esta bacteria
induce la activacién del oncogén c-Met mediante el factor de virulencia
CagA.%’
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Fig. 14 Micrografia que muestra la microinyeccién de H. pylori en la luz del organoide

gastrico.3”

El H. pylori se adhirié a la superficie apical del epitelio del organoide (fig. 15),
24 horas después de la inyeccidén mostré un incremento doble de la tasa de

proliferacion en las células del epitelio depentiente de CagA.%"

Fig. 15 Micrografia que muestra la adherencia del H. pylori a la superficie de una célula

epitelial de organoide.%"
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4.6 ORGANOIDES: ESTUDIO GENETICO

4.6.1 INTESTINO

Otra aplicacién viable para el desarrollo de nuevas terapias es el estudio de
las mutaciones celulares en distintas condiciones, tales como la fibrosis
quistica (FQ), enfermedad que causa el acumulo de mucosidad viscosa en
los pulmones vy el tracto gastrointestinal lo que vuelve susceptible al paciente
de infecciones bacterianas, inflamacion aberrante y malnutricion por lo que
su esperanza de vida no sobrepasa los 40 afos. La FQ es causada por la
mutacion del gen CFTR, utilizando organoides intestinales se descubrié que
la forskolina induce una rapida hinchazén de las células dependiente de
CFTR en los organoides con FQ. Se detectd la restauracién de la proteina
mutante CFTR utilizando bajas temperaturas o quimicos especificos ademas
de que la respuesta a los farmacos restaurativos de la CFTR era variable
entre los distintos organoides lo que puede ayudar a facilitar el diagnéstico,
realizacion de estudios funcionales, desarrollo de farmacos y medicina
personalizada en FQ.%

Esto puede ser utilizado para identificar y estudiar factores celulares
asociados con fenotipos clinicos y permitir el analisis de nuevos farmacos
desarrollados, asi como farmacos que traten los sintomas, o el desarrollo de
un tratamiento de por vida mediante la hiperactividad de la CFTR, ademas de

estudios de homeostasis electrolitica en general.38

4.6.2 ESOFAGO

El es6fago de Barret es el mayor factor de riesgo para desarrollar
adenocarcinoma esoféagico.

Se sabe que la transformacion maligna del epitelio en el eséfago de Barret es
dependiente de la sefalizacion de Wnt.

Para estudiar el desarrollo de la neoplasia en este tipo de esofago se

desarrollaron organoides genéticamente modificados con el sistema
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CRISPR-Cas9 que tuvieran activada la senalizacion del Wnt.
Es importante para conocer el desarrollo de la neoplasia para poder

implementar nuevas terapéuticas ante esta enfermedad.3®

4.7 ORGANOIDES DE CAVIDAD ORAL

4.7.1 GLANDULA SALIVAL (METODO ALTERNATIVO DE GENERACION
DE ESTRUCTURAS EN 3D)

Sin duda los cultivos en tercera dimension tienen ventajas importantes sobre
los de 2D, pero también tiene dificultades, las limitacién de los materiales de
andamiaje para la creacion de estructuras tridimensionales es un
inconveniente. Un estudio muestra la formacion de organoides de una
glandula salival a partir de estructuras tridimensionales formadas sin una
estructura de andamiaje por medio de un método de bio-impresion.*

Para facilitar la biofabricacién de estos tejidos/organoides se utiliza una
bioimpresién magnética en 3D para formar esferoides en menos de 24 hrs.
(fig. 16), no solo se reduce el tiempo de formaciéon de la estructura si no
también se facilita el manejo, la transferencia y la facilidad de obtencion de
analisis e imagenes. Las células de la monocapa se magnetizan con un
coctel de nanoparticulas especificas tales como oro, 6xido de hierro y
poli-L-lysina, después son organizados en una estructura en 3D utilizando
fuerzas magnéticas. Desde aqui a las células se les permite crear su propio
microambiente tridimensional y matriz extracelular, las nanoparticulas
magnéticas utilizadas en el cultivo promueven la proliferacion celular y el
metabolismo sin incrementar el estrés oxidativo o inflamatorio y han
mostrado ser biocompatibles y no tener respuesta inmunoldgica al ser
trasplantados. Estas estructuras esferoidales formadas por nanoparticulas
magnéticas mostraron tener epitelio acinar y ductal, imitando la unidad

secretora de una glandula.*®
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Fig. 16 Imagen de microscopio de contraste de de fases mostrando estructuras 3D con y sin

nanoparticulas magnéticas.40

Después de trasplantar los organoides en el area excretora ductal de
roedores estos mostraron rescatar el crecimiento epitelial en los modelos
irradiados y en los sanos estimularon el crecimiento epitelial de las glandulas.
El crecimiento neuronal es indispensable para mantener/reparar las células
del epitelio secretor y restablecer el flujo salival después de la radioterapia,
este crecimiento no es posible utilizando materiales convencionales de

andamiaje.*°

Los esferoides derivados de las células de la glandula salival son capaces de
formar esferoides secundarios que a su vez dan origen a estructuras

similares a las glandulas salivales en roedores. (fig. 17)'°
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Fig. 17 Micrografia que muestra la formacién de estructuras semejantes a conductos

excretores (organoide).’®

4.7.2 ORGANOIDES DENTALES

Los organoides dentales pueden ser generados a partir de células troncales
del germen dental mediante el trasplante del cultivo a la capsula subrenal de
ratones inmunocomprometidos, 4 a 8 semanas después se puede observar
el desarrollé una estructura que muestra las caracteristicas de una corona
dental incluyendo dentina, esmalte y tejido pulpar, el equivalente a un diente
natural (Fig. 18).41

Immunodeficient mice
Reoonstltutod L
;’:‘yaxrﬁtgmug: Mesenchymal cell tooth germ Tmp“"“m o SRC

Fig. 18 Esquema que muestra el desarrollo de un gérmen dental y el trasplante a la capsula

subrenal de un ratén inmunocomprometido.*!
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Un estudio reporta el desarrollo de gérmenes dentales caninos a partir de
células epiteliales y mesenquimales, que, al mantenerlas 2 dias en un cultivo
adecuado y al ser trasplantadas pueden generar un 6rgano dental capaz de
erupcionar, para comparar el desarrollo, el grupo de control fueron gérmenes
de premolares permanentes que se extrajeron y se reimplantaron de manera

autdloga junto con los gérmenes biodesarrollados (fig. 19). 41

Permanent premolar

tooth germ Organ culture Canine mandible  /
o for 2 days 7 ‘ \ ”
Epithelial tissue o > N wAY. :‘i‘ ( :f""‘ y )
I\\ J UANRTY a“l \ | W 5
Isolated from & Reconstituted == e
postnatal 30 day ~ Mesenchymal cell tooth germ Autologous transplantation

Fig. 19 Esquema que muestra el desarrollo e implantacién de un germen dental canino a

partir de células mesenquimales y epiteliales de un gérmen dental permanente.*’

180 dias después se mostrd tanto la erupcion de los gérmenes naturales
como los biodesarrollados; mediante MEB se logré analizar que la

ultraestructura de los tejidos duros de éste germen era correcta.(fig. 20)*’
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Fig. 20 Imagen de MEB que muestra la estructura dentinaria de un diente canino natural, de

un diente autotrasplantado y de un diente biodesarrollado.*!

Para evaluar la funcion del ligamento periodontal se utilizé un sistema para
realizar movimientos ortodéncicos (fig. 21) tanto en los dientes naturales
como en el biodesarrollado, ambos mostraron movimiento y una respuesta
similar a la fuerza aplicada lo que mostré6 que el ligamento del gérmen
cultivado medié adecuadamente el movimiento en respuesta al estrés

mecanico, no mostrd ninguna evidencia de anquilosis.
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El desarrollo autdlogo de los gérmenes que seran implantados es el indicado

para evitar una reaccion inmunoldgica del huésped.*!

Fig. 21 Imagen que muestra un sistema utilizado para aplicar fuerzas ortodéncicas sobre el
diente canino biodesarrollado, la flecha blanca muestra el diente y la negra la direccién de la

fuerza.*!

4.7.3 ORGANOIDES DE LENGUA

El cancer de células escamosas de la lengua es una de las entidades de
mayor malignidad en el mundo, de ahi la importancia de entender el
mecanismo de mantenimiento del epitelio lingual ya que ha mostrado ser el
origen del cancer de lengua. Por otra parte las células troncales de la lengua
no han sido identificadas a la fecha.*?

Un estudio en 2013 reporta la generacion de organoides de lengua a partir
de células progenitoras epiteliales de la lengua en ratones. Este organoide
contiene las caracteristicas de la papila filiforme de los ratones; posee un
estrato corneo, epitelio estratificado queratinizado y formaciones
concéntricas celulares. A pesar de éstas caracteristicas los organoides

permanecian en su forma inmadura (fig. 22).43
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Fig. 22 Corte histolégico tefiido con Hematoxilina y Eosina que muestra la morfologia
concéntrica del organoide formado a partir de células troncales epiteliales de la lengua de un

raton.43

Despues de ser cultivados 3 dias los organoides alcanzaron su etapa de
maduracién al ser trasplantados a la regidn subepitelial del dorso de la
lengua de roedores, una semana después mostraron formar estructuras de
epitelio estratificado y estratos cérneos manteniendo asi su potencial de

proliferacion lo que indico el paso a su estado de maduracion.(fig. 23)*3
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Fig. 23 Imagen de fluorescencia que muestra los organoides en la lengua receptora 1
semana después de ser trasplantados. Los organoides mostraron mayor tamafo y

proliferacion epitelial ademas del estrato cérneo (flechas blancas).*?

El estudio reporta que no todos los organoides generados mostraron la
formacion de un estrato cérneo por lo que se puede deducir que algunos se
desarrollaron de células progenitoras que no pertenecen a la papila filiforme,
concluyendo que aun falta investigacion para la correcta identificacion de las
células troncales epiteliales de la lengua.

Es importante el continuo desarrollo e investigacion con éstos modelos para

poder avanzar en el campo de la medicina regenerativa.
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CONCLUSIONES

Los organoides son sistemas complejos que tratan de emular el desarrollo de
multiples dérganos in vitro, las caracteristicas del cultivo son especificas

dependiendo del 6rgano a desarrollar y del propdsito que se le de.

En la actualidad estos modelos han servido para estudiar la fisiopatologia de
algunas enfermedades de las cuales su estudio en animales es muy

complejo, tales como la cryptosporidosis y la fibrosis quistica.

El continuo desarrollo de éstos modelos ha permitido dar un paso hacia
adelante en diferentes campos como el cancer o la medicina regenerativa ya
que por medio de esta clase de cultivos se han podido desarrollar modelos
de células tumorales para entender un poco mas la biologia del cancer,
también se han podido desarrollar organoides que promuevan la
regeneracion como es el caso de las glandulas salivales en los pacientes que
han recibido radioterapia y se ve reflejado en la disminucién de su

produccion de saliva.

Claro esta que este modelo no esta aislado de los demas, en diferentes
casos se ve relacionado con otros como la inmunohistoquimica cuando se
buscan diferentes marcadores en las células cancerigenas o el
CRISPR-Cas9 para modificar genéticamente las células y desarrollar

organoides de desdrdenes como el esofago de Barret.

Respecto a la cavidad oral se han logrado ya desarrollar organoides dentales
que fisiolégicamente son similares a los dientes naturales, sin embargo aun
estan lejos de ser 100% funcionales, lo mismo que los organoides de lengua,
por otra parte los de la glandula parétida en pruebas de laboratorio en
ratones han mostrado tener gran avance puesto que ya se han trasplantado

y han mostrado tener capacidad regenerativa.
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La mayoria de estos modelos en 3D han sido implementados en la medicina
general, en el area odontoldgica hace falta la profundizacion de esta clase de
investigaciones y desarrollo de modelos, sin embargo cabe senalar que el
modelo mas concluyente, funcional y con respuesta bioldgica idéntica a su
homologo natural reportado en este trabajo fue el organoide dental.

Hace falta su aplicacion para modelar el estudio de los tumores
odontogénicos asi como sus transformaciones malignas, al igual que el
desarrollo de organoides que busquen regenerar las zonas afectadas por
esta clase de patologias ya que muy frecuentemente la reseccion quirurgica

es implementada en el tratamiento.

Hay dos razones principales que la mayoria de todos estos modelos
desarrollados sefalan:

1.- Dejar de utilizar animales para el desarrollo de estos modelos, lo que nos
indica que la ética esta de por medio.

2.- Brindar una nueva alternativa de tratamiento y medicina especializada a
los pacientes.

Sin duda los pacientes que desarrollan cualquier tipo de cancer o neoplasia
(incluyendo tumores odontogénicos) se someten a procedimientos que
afectan su calidad de vida y aun asi no se garantiza su supervivencia, el
continuo estudio y desarrollo de organoides ha contribuido aportando
avances que en el futuro seran mejores alternativas para tratar a los
pacientes, concluyendo asi que los organoides se volveran una herramienta
fundamental para el continuo desarrollo de la medicina, tanto general como

en odontologia.
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ANEXOS

INDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Esquema que muestra las 10 caracteristicas celulares que derivan en
crecimiento maligno (Hallmarks of cancer).

Fig 2. Esquema que muestra la capacidad de diferenciacion de las células
troncales pluripotenciales.

Fig 3. Esquema que muestra la ubicacion de las células troncales
identificadas en los tejidos dentales, todas por sus siglas en inglés: Células
troncales de la pulpa dental (DPSCs), Células troncales de la papila apical
(SCAPs), células troncales de dientes humanos primarios exfoliados
(SHEDs), células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs), células
troncales del foliculo dental (DFSCs).

Fig. 4. Imagen de microscopio de contraste de fase mostrando la agrupacion
esferoidal de las células de la papila fungiforme.

Fig. 5 Micrografia que muestra la agrupacion esferoidal de las células de una
glandula salival.

Fig. 6 Fotografia que muestra el método de la gota colgante.

Fig. 7 Esquema del desplazamiento celular para la formacién de una
estructura esferoidal en el método de gota colgante. Tomado de Meseguer J,
Esteban MA, Mulero V. Esferoides y esferas liquidas.

Fig. 8 Esquema que muestra el potencial terapéutico de los organoides.

Fig. 9 Esquema que muestra la aplicacion actual de los organoides.

Fig. 10 Imagen de microscopio de contraste de fases mostrando la formacién
de organoides de higado felinos.

Fig. 11 Imagen de MET mostrando las etapas del ciclo bioldgico del C.
parvum en organoides diferenciados de intestino de humano.

Fig. 12 Imagen de microscopia por inmunofluorescencia mostrando la nueva
formacion de ooquistes en organoides pulmonares.

Fig. 13 Micrografia que muestra el desarrollo de los organoides de estomago
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hasta formar estructuras complejas similares a las glandulas gastricas.

Fig. 14 Micrografia que muestra la microinyeccion de H. pylori en la luz del
organoide gastrico.

Fig. 15 Micrografia que muestra la adherencia del H. pylori a la superficie de
una célula epitelial de organoide.

Fig. 16 Imagen de microscopio de contraste de fases mostrando estructuras
3D con y sin nanoparticulas magnéticas.

Fig. 17 Micrografia que muestra la formacion de estructuras semejantes a
conductos excretores (organoide).

Fig. 18 Esquema que muestra el desarrollo de un germen dental y el
trasplante a la capsula subrenal de un raton inmunocomprometido.

Fig. 19 Esquema que muestra el desarrollo e implantacion de un germen
dental canino a partir de células mesenquimales y epiteliales de un germen
dental permanente.

Fig. 20 Imagen de microscopia electronica de barrido que muestra la
estructura dentinaria de un diente canino natural, de un diente
autotrasplantado y de un diente biodesarrollado.

Fig. 21 Imagen que muestra un sistema utilizado para aplicar fuerzas
ortoddncicas sobre el diente canino biodesarrollado, la flecha blanca muestra
el diente y la negra la direccion de la fuerza.

Fig. 22 Corte histologico tefido con Hematoxilina y Eosina que muestra la
morfologia concéntrica del organoide formado a partir de células troncales
epiteliales de la lengua de un raton.

Fig. 23 Imagen de fluorescencia que muestra los organoides en la lengua
receptora 1 semana después de ser trasplantados. Los organoides

mostraron mayor tamano y proliferacién epitelial ademas del estrato cérneo.
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