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Resumen

En los ultimos afios, la fabricacidon de tejidos artificiales mediante técnicas de Ingenieria Tisular ha sido de gran
interés en el drea de las ciencias de la salud. En concreto, en el campo odontolégico y maxilofacial, la fabricacion
de una mucosa oral artificial completamente funcional ha sido un reto constante para la Ingenieria Tisular. En este
sentido, aunque se han desarrollado diversos modelos de mucosa oral humana, aun existen carencias en lo que se
refiere al mimetismo de los tejidos artificiales y los tejidos orales nativos. Dentro de dichas carencias destacan los
tiempos prolongados del cultivo de queratinocitos, su baja capacidad de proliferacién, la obtencién de epitelios
delgados y sin crestas epiteliales, la falta de vascularizacion en la zona implantada y la obtencidn de tejidos con
una unién muco-cutanea para la reconstruccion del labio. El objetivo de esta revision es mostrar los avances que
hasta el momento se han obtenido en materia de la Ingenieria Tisular de la mucosa oral, asi como discutir los
retos por superar y sus posibles soluciones.

Abstract

In recent years, the production of artificial tissues by Tissue Engineering techniques has been of great interest
in the health sciences area. Specifically, in the dental and maxillofacial field. In this context, to develop a fully
functional artificial oral mucosa is a constant challenge for Tissue Engineering. In this regard, several human
oral mucosa models have been developed. However, prolonged periods of keratinocyte culture, low proliferation
capacity, absence of rete ridges, and the lack of vascularization are the major shortcomings in this area. The
objective of this review is to show the progress that so far have been obtained in the field of Tissue Engineering
of the oral mucosa, as well as discuss the challenges ahead and possible solutions.
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A pesar de que se han logrado grandes avances en la Ingenieria
Tisular (IT) de la mucosa oral, hasta el momento no ha sido posible
elaborar una mucosa oral generada por Ingenieria Tisular (MOIT)
con todas las caracteristicas funcionales propias de la mucosa oral
humana, con un epitelio organizado, bien diferenciado y con una
adecuada vascularizacion. En este contexto, se han detectado
diferentes problemas en torno a la produccién de una mucosa
oral artificial, como por ejemplo los largos tiempos de cultivo para
obtener queratinocitos, la baja capacidad de proliferacion de las
células epiteliales, la obtencion de epitelios delgados y sin formacién
de crestas epiteliales, la falta de vascularizaciéon que conlleva al
fracaso del implante y la obtenciéon de tejidos con una unién muco-
cutanea para ser empleados en la reconstruccién del labio. El objetivo
de esta revision es mostrar los avances que hasta el momento se han
obtenido en materia de la Ingenieria Tisular de la mucosa oral, asi

como discutir los retos por superar y sus posibles soluciones. Para
ello se ha llevado a cabo una revision bibliografica en PubMed y en
las distintas revistas de impacto en Odontologia, desde el afio 2006
a 2016.

La Ingenieria Tisular es una ciencia multidisciplinaria cuyo
objetivo es el desarrollo de estrategias para la generacion de érganos
y tejidos completamente funcionales; estrategias que se basan en la
interaccion de tres componentes fundamentales como son: células,
factores de crecimiento y andamios (1).

Visto de esta forma, las células son la unidad basica de los
tejidos y en la IT de la mucosa oral se han utilizado diferentes fuentes
celulares para generar MOITs como por ejemplo queratinocitos y
fibroblastos orales (2)(3), células madre de la gelatina de Wharton
del cordén umbilical humano (HWJSCs) (4), queratinocitos del cordén
umbilical (5), células endoteliales (6) etc.
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Por otra parte, los factores de crecimiento son moléculas
que desempefian un papel fundamental en el crecimiento vy
actividad de las células, siendo capaces de desencadenar sefiales
intracelulares con influencia en la diferenciacién, proliferacién y
migracién celular, y por tanto interviniendo en su comportamiento
y actividad (7). En la IT de la mucosa oral, se han utilizado
diferentes factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF),
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), albumina de suero
bobino (BSA), hidrocortisona, adenina, insulina, transferrina,
triyodotironina, CaCl2, entre otros.

Por ultimo, la funcion de un andamio es servir como soporte
estructural y guia para la formacién del nuevo tejido, proporcionando
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un ambiente en tres dimensiones que facilite la adherencia,
migracion, proliferacién y organizacion espacial tridimensional de
las células (8). Un andamio constituye un soporte fisico, que tiene
un papel determinante en el crecimiento y diferenciacion celular
y por tanto en la funcion del tejido (8). En la IT de la mucosa oral,
se han utilizado diferentes andamios: dermis cadavérica acelular
(9), sustitutos dérmicos (10)(2), colageno (6), fibrina (11), también
se han probado andamios compuestos de combinaciones de
polimeros (12)(4)(13) e incluso polimeros recombinantes (14).

En las tablas 1 y 2 se muestra un resumen de los Ultimos
estudios in vitro e in vivo, en donde se precisa el andamio
utilizado, la fuente celular, los factores de crecimiento, objetivos
del estudio y resultados.

Articulo

Ingenieria Tisular de la mucosa Oral

(12) Kinikoglu B et al. 2009

(11) Peia | et al. 2010

Utilizaciéon de Colageno |y Ill/ quitosano /Condroitin 4 y 6 sulfato. Fibroblastos y Queratinocitos.
Resultado: MOIT con marcada expresiéon de CK13y laminina 5, ausencia de CK10 y leve expresion de
Ki-67. Epitelio con 9-10 capas de células.

Utilizacién de Fibrina. Fibroblastos y Queratinocitos. Resultado: MOIT delgada, positiva para CK5/6, CK13
ausente, pan-citoqueratina AE1/AE3 positiva, laminina 5 positiva, colageno IV negativo, negativa para
Ki-67, leve expresion de p-63.

(34) Perez-Amodio S et al. 2011

(14) Kinikoglu B et al.

2011 del control.

Utilizacidn de dermis cadavérica acelular. Fibroblastos y Queratinocitos. Resultado: el pre-
acondicionamiento con hipoxia aumenta la secrecién de factores angiogénicos, y mejora la
proliferacion y la migracién de las células endoteliales in vitro. MOIT positiva para Ki-67.

Utilizacién de un polimero recombinante de elastina/colageno. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado:
MOIT con marcada expresion de CK13y laminina 5, positiva para Ki-67. Grosor de epitelio igual que el

(15) Golinski PA et al.
2011 pan-citoqueratina.
(9) Tra WMW et al.

2012 de Ki67

Utilizaciéon de Matriderm. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado: MOIT positiva para coldgeno tipo IV y

Utilizacion de Dermis cadavérica. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado: MOIT positiva para colageno
tipo IV, laminina 5, involucrina, CK10, CK13, CK19, desmogleina 3 y las integrinas o 6 y B4. Leve expresion

(10) Peramo A et al.
2012

(2) Kriegebaum U et al.
2012

Utilizacion de AlloDerm. Queratinocitos orales y cutdneos para formacién de unién muco-cutanea.
Resultado: No hubo expresién de CK4 (marcador de la mucosa oral labial). Marcada expresién de CK10
del lado cutaneo y expresion de CK19 en la capa basal del lado labial.

Utilizacién de Integra®, malla de vicryl, TissuFoil ®. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado: Utilizando
Integra se logré una buena estratificacion epitelial y expresion de laminina 1.

(13) Terada M et al.

2012
membrana basal.

(4) Garzén | et al.
2013

Utilizacién de Quitosano/colageno de pescado, AlloDerm y BioMend Extend. Queratinocitos. Resultado:
en la MOIT formada a partir de AlloDerm se observé mayor nimero de células positivas para Ki-67 y p63,
y la presencia de un epitelio estratificado bien diferenciado. En ninguno caso se mostré formacién de

Utilizacién de Fibrina/agarosa. Fibroblastos y HWJSCs. Resultado: las células fueron incapaces de
diferenciarse completamente a células epiteliales in vitro. In vivo las células mostraron una estratificacion
y expresaron CK1, CK4, CK8, CK13. Fue positiva para, placoglobina, filagrina e involucrina.

(3) Vifuela-Prieto JM
2014

(33) Tra WMW et al.
2014

Utilizacién de Fibrina/agarosa. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado: pobre expresion de pan-
citoqueratina, expresion positiva para laminina después de 3 semanas, ademas de expresion de RNAs
especificos y proteinas correspondientes a uniones adherentes y gap.

Utilizacién de Dermis cadavérica. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado: el pre-acondicionamiento
con oxigeno hiperbarico estimula la secrecién de multiples factores angiogénicos. La expresién de CK 10,
13 y 19 no cambid significativamente con el tratamiento con oxigeno hiperbarico. Tincion de vimentina
no se alterd. Hubo adelgazamiento del epitelio, aunque no se afectd la proliferacién. Incremento no
significativo de células en estado de proliferacién.

(5) Hayward CJ et al
2014

(6) Heller M et al.

2016 andamio sin entrecruzar.

Utilizacion de fibroblastos dérmicos, células epiteliales del cordén umbilical (no se utiliza andamio).
Resultado: expresion de CK19, CK12, CK13 y CK10 suprabasal, involucrina, transglutaminasa y filagrina.
Los marcadores de membrana como laminina 5y colageno tipo IV y VII se expresaron bieny se
observaron hemidesmosomas.

Utilizacion de coldgeno tipo | y Il entrecruzado y sin entrecruzar. Queratinocitos orales, fibroblastos,
células endoteliales. Resultado: formacidn de estructuras capilares ramificadas con mejor resultado en el

(35) Bayar GR et al.
2016

Utilizacidn de Alloderm. Queratinocitos orales y cutaneos para formacién de una unién muco-cutdnea.
Resultado: marcada expresion de CK10 y filagrina, y negativo para CK19 en queratinocitos del lado
cutaneo. El lado de la mucosa oral fue negativo para CK10, ligeramente positivo para filagrina y positivo
para CK19. En la zona de transicidn se observaron queratinocitos orales y cutaneos entremezclados.

Tabla 1. Estudios in Vitro

Nuevos retos de la fabricacion de mucosa oral mediante técnicas de Ingenieria Tisular
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Articulo Ingenieria Tisular de la mucosa Oral
(39) Amemiya T et al Utilizacion de membrana amnidtica y queratinocitos. Resultado: expresion de CK4/13 en las capas
2010 ¥ ' superficiales e intermedias, expresion de integrina a6 y laminina a5 en la membrana basal. No se expresé la

CK 1/10.

(40) Rouabhia M et al.
2010

Utilizacion de CollaTape®. Queratinocitos y fibroblastos. Resultado: expresidn de laminina 5, coldgeno tipo IV,
Ki-67, CK 14. Se observé vascularizacién del tejido y una organizacion completa del epitelio a los 60 dias.

(41) Pefia | et al.
2011

Utilizacidn de fibrina. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado: epitelio claramente estratificado, estroma
vascularizado. Positiva para pan-citoqueratina AE1/AE3, CK13, CK5/6, vimentina, p63, Ki-67.

(42) Ayvazyan A etal.
2011

Utilizacion de colageno/gelatina (no se utilizaron células). Resultado: el andamio cargado con bFGF 7 pg/
cm?2 fue mas eficiente en la regeneracion de epitelio y submucosa, ademas de lograr un mayor nimero de
capilares y permitir menor contraccion de la herida.

(43) Kinikoglu B et al.
2012

Utilizacion de colageno |y 111/ quitosano /Condroitin 4 y 6 sulfato. Fibroblastos y queratinocitos. Resultado:
Epitelio pluriestratificado con un promedio de 5,6 capas de células, estrato corneo y corneo/granuloso
estuvieron ausentes. Marcada expresion de CK13.

(18) Chen D et al.

Utilizacion de coldgeno I/ quitosano. Células madre del cordén umbilical. Resultado: Epitelio estratificado

2015 positivo para CK19. Se observé expresion de involucrina.
(44) Qi F et al. Utilizacion de membrana amnidtica deshidratada y queratinocitos. Resultado: Epitelio bien diferenciado.
2016 Expresion de CK10, involucrina y CK16. Se observé menor contraccion de la herida.

Tabla 2. Estudios in vivo

RETOS DE LA INGENIERIA TISULAR DE LA MUCOSA ORAL

En el camino hacia el objetivo de generar una mucosa oral
artificial con las caracteristicas funcionales propias de la mucosa
oral humana, se han identificado diferentes retos por superar, los
cuales serdn analizados a continuacién.

Cultivo de queratinocitos.

En el proceso de traslacion clinica de la mucosa oral generada
por Ingenieria tisular es de gran importancia la reduccion de los
tiempos de cultivo y la obtencién de un nimero considerable
de células epiteliales. En este sentido, las células epiteliales
de la mucosa oral (queratinocitos) cultivadas in vitro tienden a
tener un tiempo de proliferacién y crecimiento prolongado, de
aproximadamente 25 dias (2); sumado a ello, es necesario tener
en cuenta el tiempo minimo de fabricacién in vitro de la MOIT
antes de ser implantada, que puede variar de tres (3) a cuatro
semanas (11)(15) segln el método de cultivo empleado.

Actualmente existen dos métodos para cultivar
queratinocitos, el primero planteado por Rheinwald y Green
(16), que se basa en la utilizacién de capas alimentadoras de
fibroblastos murinos irradiados que contribuyen a la expansion de
las células epiteliales al proporcionarles factores de crecimiento.
El segundo método se basa en la utilizacién de medios de
cultivo especialmente suplementados con todos los factores
de crecimiento esenciales para la expansion de queratinocitos,
evitando asi la necesidad de utilizar una capa alimentadora, la cual
ha sido muy cuestionada debido a la posibilidad de trasmision de
enfermedades y mayor probabilidad de rechazo del implante (17).
La utilizacion de medios de cultivo previene los problemas que
se puedan presentar con el primer método, pues si bien algunos
medios contienen extracto pituitario bovino, ciertos estudios
han eliminado éste componente para evitar cualquier riesgo de
contaminacién o trasmision de enfermedades por animales (13).
Recientemente, diversas investigaciones han optado por utilizar
técnicas de separacion de células epiteliales mediante la técnica
de explantes sin la necesidad de utilizar capa alimentadora de
células y con la utilizacién de factores de crecimiento como el EGF
(4)(6)(13).

Otro de los problemas detectados en el cultivo de
queratinocitos es la dificultad para obtener grandes cantidades de
epitelio, cuya solucion podria ser la utilizacion de células madre
como fuente alternativa (4)(18), ya que con fuentes de células
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madre como las del cordén umbilical se evitaria la obtencién de
tejido del paciente, lo cual implica ausencia de morbilidad de la
zona donante. De ésta forma también se superaria la limitacion
que existe para obtener grandes cantidades de queratinocitos
para cubrir heridas extensas. Otra fuente de células madre que
podria ser tenida en cuenta son las células madre de la pulpa
dental, cuya obtencién no es invasiva y son células con alta
capacidad de proliferaciéon y auto-renovaciéon comparadas con
otras células madre mesenquimales adultas, que podrian ser
capaces de diferenciarse a queratinocitos (19).

Ademas de células madre de la gelatina de Wharton (4),
se han utilizado diferentes fuentes de células madre para su
diferenciacion a células epiteliales, como por ejemplo las células
madre de la médula dsea (20)(21), células madre del foliculo
piloso (22), células madre del estroma corneal (23), células madre
embrionarias (24), células madre de la pulpa dental (25), células
madre adiposas (26), las cuales también se podrian proponer
para ser utilizadas en la generacion de epitelio de la mucosa oral.

Baja capacidad de proliferacion de las células epiteliales.

Kinikoglu B et al; en estudios realizados en 2009 reportd
resultados poco satisfactorios relacionados con la baja capacidad
de proliferacién de las células epiteliales en una MOIT obtenida a
partir de un andamio de coldgeno/quitosano/condroitin sulfato in
vitro (12). Sin embargo, en 2011 Kinikoglu et al; logra obtener una
MOIT con un numero de células en estado proliferativo tan alto
como el de la mucosa oral control (14). Consigue estos resultados
utilizando un andamio compuesto de un polimero recombinante
de elastina/coldgeno con la secuencia de adhesion celular RGD
(arginina- glicina-acido aspdrtico), y utilizando exactamente el
mismo protocolo de elaboracién de la MOIT que utilizé en 2009,
con la Unica excepcion de haber utilizado éste nuevo andamio. El
empleo de este andamio pudo haber favorecido la adhesién inicial
de células madre epiteliales, ademas de haber incrementado la
proliferacion celular gracias a que la secuencia RGD es un motivo
del factor de crecimiento epidermal (14). Por lo anteriormente
descrito, se podria pensar que a la hora de generar una MOIT con
presencia de células basales en estado proliferativo podria influir
el tipo de andamio utilizado.

Por otra parte, las células madre adultas que residen en los
diferentes tejidos, son las responsables de su mantenimiento y
reparacion, esto gracias al dinamismo que existe con su nicho,
que es el encargado de recibir y trasmitir mensajes desde la
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periferia ante la presencia de un evento de tipo patoldgico o al
someter al tejido a stress, para asi iniciar el proceso de reparacién
con la ayuda de complejas vias de sefializacion (27). Con relacidn
a la capacidad de proliferacion de las mucosas orales obtenidas a
partir de Ingenieria Tisular, estudios han mostrado una reduccion
en el nimero de células en estado de proliferacion al finalizar el
periodo de cultivo (12) e incluso la ausencia de éstas células (11).
Con base en lo expuesto, se ha planteado la utilizacién de células
madre capaces de autorenovarse con el fin de generar epitelio y
asi dar solucion al problema de la baja capacidad de proliferaciéon
de las células epiteliales en las MOITs (4)(18). Garzon | et al;
demostrd que las células de la gelatina de Wharton son capaces
de diferenciarse eficientemente a linajes celulares ectodérmicos
con altos niveles de maduracidn in vivo. Los andlisis revelaron la
formacién de unas capas basal, espinosa, granulosa y cornea bien
definidas, especialmente después de 20 dias in vivo. Ademas, la
MOIT mostré varias uniones intercelulares similares al control
pasados 30 dias del implante (4).

Epitelios delgados y sin crestas epiteliales.

Es usual encontrar que las mucosas orales generadas a
partir de Ingenieria Tisular cuenten con epitelios delgados.
En este hecho podria influir el rol esencial de los fibroblastos
del estroma, basado en la produccién de los componentes de
la membrana basal, la cual es fundamental en la maduracion
y estratificacion epitelial (27). Los fibroblastos promueven el
desarrollo de las capas de queratinocitos del epitelio, ademas
de influir en su proliferacién (15), por lo cual es crucial que a
la hora de construir una MOIT se cuente con un buen soporte
estromal que promueva la formacién de una membrana basal
y por tanto la formacién de capas epiteliales bien organizadas.
Por otra parte, se ha demostrado que el origen de la fuente de
células mesénquimales utilizada para generar estromas o tejidos
conectivos de una MOIT tiene una influencia significativa sobre
el espesor y la ultraestructura del epitelio oral, pero no sobre
su proceso de diferenciacién, el cual podria ser una propiedad
intrinseca de estas células debida a su reprogramacion genética
(28). Asi, la interaccidon con fibroblastos orales resulta en un
epitelio mds grueso en comparacién con la interaccion con
fibroblastos obtenidos de otras fuentes como dermis o cornea
(28).

Recientemente se encontré que el empleo de 2 o 10
mM de XPP (B-D-xylopyranosiden-propane-2-one) durante
la elaboracion de una MOIT podria aumentar el espesor
promedio del epitelio sin afectar la estructura epitelial o su
proceso de diferenciacion, y estimular la expresién de decorina,
sindecano-1, integrina a6, CD44, y los sustratos de sefializacion
Akt/mTOR importantes en el crecimiento celular, sintesis de
proteinas y espesor epitelial (29).

Ademas de esto, es frecuente encontrar epitelios en
ausencia de crestas epiteliales, las cuales tienen dos funciones
principales como son proveer una fuerza de enclavamiento
para mejorar la conexién entre el epitelio y la ldamina propia, y
albergar los nichos de células madre epiteliales, por lo que sin
ellas el epitelio de las MOIT se separa facilmente (30). Xiong et al;
sugirié que las crestas epiteliales no son formaciones congénitas
sino que éstas se forman paralelamente con el desarrollo general
del organismo, y son producto de fuerzas mecanicas, las cuales
desencadenan diferentes cascadas de sefializacién (ERK1/2, p38
y JNK) en los queratinocitos, lo que los estimula a dividirse (31).
Las fuerzas mecanicas también estimulan a las metaloproteinasas
de matriz, las cuales liberan factores de crecimiento que influyen
en la proliferacion de los queratinocitos y ademdas degradan la
matriz extracelular para favorecer la migracién de estas células.
La longitud de las crestas epiteliales posiblemente se relaciona
con la fuerza de las tensiones mecanicas, pues las crestas
epiteliales de la mucosa masticatoria son mas largas que las de
la mucosa de revestimiento (31). Tianfu Wu et al; sugirié dos
métodos para inducir la formacién de crestas epiteliales en una
MOIT, uno es afadir activadores de ERK1/2 como EGF, &cido
araquidonico, estrogeno etc; y el otro seria la sobreexpresion del
activador ERK1/2 mediante un portador molecular inofensivo e
intercambiable (30).
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Vascularizacion.

Circunstancias que pueden ocurrir en las MOIT implantadas
como la falta de vascularizaciéon o una revascularizacion lenta,
podrian conducir al fracaso del implante, que evidentemente
conlleva a necrosis del tejido (32). La revascularizacién de
los constructos tridimensionales después del implante es
determinante ya que el oxigeno es un componente critico en
el proceso de curacion de las heridas estando involucrado en la
re-epitelizacion, sintesis de colageno, angiogénesis, y muerte
oxidativa de bacterias, nutre a las células epiteliales y es necesario
para mantener la supervivencia a largo plazo de las MOITs (32)
(33). Con el fin de superar este problema, se han desarrollado
diferentes estrategias para promover la formacidon de vasos
sanguineos como: la aplicacién directa de células endoteliales
dentro del biomaterial, la adicion de factores de crecimiento en
el biomaterial y la inyeccién directa de células endoteliales en
el sitio del implante, ademas de otros (6). Sin embargo, hasta el
momento no se ha alcanzado una solucidn satisfactoria. También
se ha planteado que un pre-acondicionamiento de las MOITs
en condiciones de hipoxia (34) o con oxigeno hiperbarico (33)
podria estimular la secrecién de multiples factores angiogénicos
y mejorar la proliferacion y migracion endotelial.

Recientemente Heller et al; logré conseguir una buena
vascularizacién en una MOIT generada a partir de andamios
de colageno tipo | y lll, sin entrecruzamiento (6). Para ello se
cultivaron células endoteliales sobre el andamio incubdndolas
durante un dia, después del cual se cultivaron fibroblastos en la
parte superior de éstas células. Después de 3 dias se cultivaron
células epiteliales en el lado contrario del andamio por 3 semanas
mas. Al finalizar el periodo de cultivo se encontré formacion de
estructuras capilares ramificadas con un mejor resultado cuando
se utilizé una concentracion de células endoteliales y fibroblastos
de 4 x 10 (5) células/cm (2) cada una. Mientras que las células
endoteliales formaron una densa red de estructuras similares a
capilares en el andamio sin entrecruzar, solamente se encontré
una pobre formacién de estas estructuras cuando el andamio
se entrecruzd. Aunque la secrecion celular de VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular) fue menor en los cultivos con
andamios sin entrecruzar, los demas factores angiogénicos
investigados (PDGF, angiopoyetina e IL-8) mostraron niveles
mas altos cuando se compararon con el andamio entrecruzado.
Cuando se probd laintegracidn in vivo del andamio sin entrecruzar,
se mostré biocompatible, los experimentos in vivo no revelaron
ningun tipo de complicacidn asociada a la intervencién quirurgica
del proceso de implantacién. El andlisis histolégico mostrd vasos
sanguineos dentro de la MOIT y eritrocitos dentro de éstos vasos,
probando que las estructuras capilares pre-formadas formaron
vasos sanguineos funcionales in vivo.

Uniones Muco-cutdneas y reconstruccion labial.

Se ha planteado la necesidad de crear sustitutos de
piel y mucosa oral con una unién muco-cutanea con la que se
pueda reconstruir los defectos del labio. Para ello Peramo et al;
desarrollé una técnica en donde logré que células epiteliales
cutdneas y orales sembradas sobre un andamio de AlloDerm
migraran y se encontraran para asi conformar ésta estructura
(10). El analisis de los tejidos obtenidos no mostré expresiéon de
citoqueratina (CK) 4 (marcador de la mucosa labial), pero si mostré
una marcada expresién de CK 10 del lado cutéaneo y de CK 19
solamente en la capa basal del lado labial. En términos generales,
la técnica desarrollada en éste estudio es una base para futuras
investigaciones, que aunque debe ser refinada, representa una
alternativa importante para la Ingenieria Tisular de las uniones
muco-cutaneas y reconstruccion labial. Recientemente Bayar et
al; utilizé un dispositivo de cultivo celular elaborado con silicona,
con el fin de mejorar el método de elaboracién de tejidos con
uniéon muco-cutanea (35). La ventaja de ésta técnica sobre la de
Peramo et al; podria ser el control que se logra sobre la formay
tamafo de los constructos, pues el dispositivo se puede elaborar
con la forma de conveniencia segun el defecto a reparar.

Los anteriores experimentos no utilizaron fibroblastos para
proporcionar un soporte estromal adecuado, por lo que seria
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interesante lograr un constructo completo cuyo estroma pueda
influir en el mejoramiento de la estratificacion y grosor epitelial
como antes se explico.

Estudios clinicos.

En la practica odontolégica o médica aln no es posible
utilizar MOITs para el tratamiento de pacientes, sin embargo,
se han hecho algunos estudios que han demostrado resultados
clinicos prometedores.

Pefia et al; aplicd un tratamiento en 4 pacientes que
requerian reconstruccion de mucosa oral con MOITs obtenidas
mediante queratinocitos, fibroblastos y un andamio de fibrina
autdloga (36). A pesar de haber utilizado una capa alimentadora
murina, no se observaron complicaciones post-implante y después
de un mes se evidencidé una buena integracién al tejido, siendo
dificil diferenciar el area injertada de los tejidos adyacentes. Sin
embargo, en éste ensayo no se realizé un estudio histoldgico post-
implante, por lo cual no fue posible evaluar la calidad del tejido
logrado y tampoco como influyé el hecho de haber cultivado la
MOIT en condiciones de inmersidn con respecto a la maduraciéon
del epitelio pos-implante. A pesar de haber obtenido buenos
resultados clinicos es importante seguir estudiando ésta técnica
y confirmar histolégicamente la integridad y funcionalidad del
epitelio, asi como la inocuidad de la técnica por el uso de capa
alimentadora murina, que tal vez podria ser reemplazada por
medios de cultivo enriquecidos.

Asimismo, lzumi et al; demostré la seguridad y eficacia
clinica de una MOIT obtenida a partir de un andamio de AlloDerm
y queratinocitos orales autélogos, la cual fue implantada en
5 pacientes con necesidad de cirugia para aumentar el ancho
de la mucosa oral queratinizada (37). Durante el estudio no se
observaron complicaciones o reacciones adversas y se obtuvo
un promedio de ganancia de encia queratinizada de 3mm, no
se observaron cambios significativos en la profundidad del
sondaje. Clinicamente la MOIT generada fue facil de manipular
y proporciond un implante gingival con una buena apariencia
estética por su color y espesor. Esta técnica es una buena
opcion de tratamiento para aumentar la profundidad del surco
vestibular, sin embargo, es necesario realizar mas estudios que
proporcionen evidencia histoldgica sobre la calidad del tejido
post-implante. La ventaja de utilizar sustitutos dérmicos como el
AlloDerm para generar mucosa oral es la facilidad de consecucién
de éste andamio.

CONCLUSION

Para llegar a utilizar clinicamente una MOIT es necesario
reducir los tiempos de obtencién de los tejidos artificiales de
mucosa oral, ademas de encontrar fuentes alternativas a los
queratinocitos orales. Para ello, es importante tener en cuenta
la capacidad de diferenciacion epitelial de las células madre de
la gelatina de Wharton y las células madre de la pulpa dental,
cuya obtencién es minimamente invasiva y cuentan con una
alta capacidad de proliferacion y auto-renovacién, ademas de
que se pueden obtener cantidades considerables de ellas. Por
otra parte es necesario tener en cuenta que tanto el tipo de
andamio como la utilizacion de células madre en la generacion
de las MOITs pueden influir en la capacidad de proliferacion de
las células epiteliales.

Para generar una MOIT con un epitelio de buen espesor
y estratificacion es esencial el rol que cumple la utilizacién
de un buen soporte estromal, el cual debe ser elaborado
preferiblemente con fibroblastos orales y no con fibroblastos
de otras fuentes celulares ya que la interaccidn con fibroblastos
orales resulta en un epitelio mas grueso en comparacion con la
interaccion con fibroblastos obtenidos de otras fuentes como
dermis o cornea. Adicionalmente la utilizacion de algunas
moléculas como la XPP (B-D-xylopyranosiden-propane-2-one)
para suplementar los medios de cultivo podria contribuir a
mejorar el espesor epitelial.
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Por otra parte, las crestas epiteliales son producto de
fuerzas mecdnicas que influyen en la proliferaciéon de los
queratinocitos y en la degradacién de la matriz extracelular
para favorecer la migracién de las células, proceso que se lleva
a cabo paralelamente con el desarrollo general del organismo.
Para inducir la formacion de crestas epiteliales en una MOIT se
ha propuesto afiadir activadores de la cascada de sefializacion
ERK1/2 o la sobreexpresion de activador ERK1/2.

Otro de los grandes retos de la IT de la mucosa oral que hace
falta por superar es lograr un tejido vascularizado. En este sentido,
para mejorar la vascularizacién de la zona implantada se podria
recurrir al pre-acondicionamiento de las MOITs en condiciones de
hipoxia o con oxigeno hiperbdrico. No obstante con la utilizacion
ingeniosa de las células (incluidas células endoteliales), factores
de crecimiento y un andamio adecuado es posible generar una
MOIT vascularizada con una supervivencia a largo plazo.

Son pocos los estudios que hasta el momento se han
realizado con el objetivo de obtener tejidos con una unién muco-
cutdnea para ser usados en la reconstruccion del labio, y aunque
hace falta perfeccionar la técnica de elaboracion se visualiza un
futuro prometedor.

Finalmente, a pesar de que clinicamente se obtengan
buenos resultados sobre una MOIT, es necesario tener en
cuenta que el objetivo de la Ingenieria Tisular es generar tejidos
funcionales similares a los tejidos naturales, por lo cual, es
importante que los resultados clinicos sean confrontados con los
resultados histoldgicos de tal forma que se pueda corroborar esta
funcionalidad.

Todavia es largo el camino por recorrer para lograr un tejido
completo y funcional que pueda ser generado en poco tiempo y
con la extension necesaria para cubrir los posibles defectos de la
mucosa oral. Los retos detectados durante el trayecto deberan
ser superados para asi obtener una mucosa oral ideal que pueda
ser implementada clinicamente de forma satisfactoria.
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