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RESUMEN

Los dientes comienzan a aparecer en el ser humano desde los seis meses de edad y
su cambio por piezas permanentes tarda algunos afos en generarse, llegando a un
total de 32 dientes en la madurez. Cada pieza dental, ademéas de cumplir con una
funcién particular en el proceso de la masticacion, es un importante reservorio de cé-
lulas madre aut6logas, que cuentan con una alta capacidad de replicacién y poseen
propiedades potenciales para ser usadas en tratamientos de enfermedades a nivel de
la cavidad bucal o en tratamientos sistémicos.

En este trabajo se comparan las propiedades mecéanicas y topograficas de terceros
molares criopreservados contra muestras control, con el propdsito de identificar como
la técnica de preservacion por criogeles de PVA altera la superficie de los molares y
su médulo de elasticidad. Ademas, se realizaron cultivos celulares de las células ex-
traidas de las piezas dentales, para observar su comportamiento replicativo, ajustar
parametros y proponer una técnica de criopreservacion viable, reproducible y asequi-
ble.

Las piezas dentales que no se congelaron con agentes crioprotectores, presentaron
ademas de las fallas inducidas y mecanicas antiguas, fallas térmicas, debido al efecto
gue tiene el proceso de criopreservacion sobre la estructura mineral de diente y la
dentina. Ademas, se encontro, que los grupos de dientes que se sumergieron en so-
luciones que contenian DMSO no presentaron deterioro en la superficie de la pieza
dental en consecuencia de la baja temperatura del nitrégeno liquido, logrando actuar
como agentes que protegian la integridad de la dentina y el esmalte en los terceros
molares. los grupos que contenian PVA presentaron un patrén de deterioro (patrén de
panal de abeja) causado por el acido generado en el medio de cultivo, ocasionando
desmineralizacion y grabado acido, provocando la afectacion en la estructura dentaria
durante el proceso de criopreservacion

Por este motivo, es de gran interés la criopreservacion de los tejidos dentales, ya que
ademas de favorecer las terapias regenerativas, da pie en el corto plazo a la creacién
de un banco de dientes, lo cual es de gran utilidad para el trasplante piezas dentales
propias del paciente y la regeneracion de tejidos de la boca, mejorando asi la calidad
de vida de las personas y disminuyendo el rechazo ocasionado por reacciones natu-
rales del sistema inmune frente a cualquier agente externo.

Palabras clave: criopreservacion, terceros molares, criogeles de PVA, implantes
dentales, pulpa dental.



1. Preliminares

1.1 Planteamiento del problema

Los dientes por la dureza que le confiere su estructura mineralizada y su configuracion
geomeétrica, cumplen una funcién primordial en los procesos de digestion (1), estos
trituran los alimentos ingeridos por medio de cargas mecanicas en la masticacion, para
gue sean homogeneizados y lubricados con la saliva y asi formar el bolo alimenticio
gue va al estbmago para ser transformado por accion enzimatica y digestion acida en
sustancias simples que van a ser absorbidas por el organismo (2). Ademas de su fun-
cion anatémica, los dientes tienen gran importancia en la funcién fonética y estética de
una persona. Las cirugias correctivas, los procesos de envejecimiento y principal-
mente los procesos de tipo infeccioso como la caries dental y la periodontitis, ocasio-
nan el deterioro estructural o la pérdida de los dientes, esto afecta la funcionalidad del
sistema masticatorio, fonético y la estética de la persona, generando como consecuen-
cia deficiencias nutricionales, problemas digestivos, que afectan salud y la autoestima
del paciente (3).

Ademas de la importancia de los dientes en la funcién masticatoria y los aspectos
previamente mencionados, estos tienen gran potencial en medicina regenerativa y
aplicaciones terapéuticas (4), ya que en su parte blanda se encuentran células madre
de origen mesenquimal derivadas de la cresta neural, que poseen la capacidad de
reparar el diente cuando ha sido dafado, y que ayudan a formar de nuevo el tejido
dental duro y blando (5). Sin embargo, el aprovechamiento de estas células es aln
limitado, porque con las opciones terapéuticas actuales, los dafios a nivel coronal y
radicular, los dientes pueden recuperarse si la extension del dafio no es muy grande
(6). Pero, una vez la destruccién de los tejidos dentales es tan avanzada que se decide
retirar la pieza dental (exodoncia), estos son desechados sin valorar el potencial rege-
nerativo que pueden tener las células presentes en sus tejidos blandos. Esto evidencia
la necesidad que existe en el desarrollo protocolos que permitan la criopreservacion
de dientes manteniendo la viabilidad celular, pero ademas trabajar en implementar
métodos de extraccién y aplicacion de estas células en terapias regenerativas.

Aunque es evidente el potencial de la odontologia regenerativa, todavia existen gran-
des retos asociados al logro eficiente de la regeneracion tisular dento-buco-maxilar
gue involucran la intervencion de la tecnologia de materiales y la bioingenieria (7);
principalmente, en la necesidad clara de desarrollar técnicas y materiales biocompati-
bles que contribuyan a la preservacion de los dientes, ademas de garantizar la aplica-
cion real de las terapias basadas en células madre, que demuestren ser eficaces y de
bajo costo en el contexto terapéutico (8). La posibilidad de conservar tanto la estructura
mineralizada del diente como las células y proteinas contenidas en el ligamento perio-
dontal y la pulpa dental, es una gran alternativa para la creacién de biobancos dentales
gue dinamicen y potencialicen la practica odontoldgica, mas alla de la estética (9). En
Colombia, el tema de almacenamiento de células se ha centrado principalmente, en la
conservacion de tejido de cordén umbilical En Colombia, actualmente hay los 2 tipos
de bancos privados y publicos (10). No se identificaron publicaciones sobre la regula-
cion de esta actividad (11).



1.2 Justificacion

En la actualidad, existe gran cantidad de pacientes vinculados a tratamientos odonto-
I6gicos que implican la reparacién, restauracion y reemplazo de una a o varias piezas
dentales. Sin embargo, los dientes no se consideran esenciales para la vida y aunque
cumplen una funcién anatomica y funcional, su importancia radica mas en la estética.
Esto hace que las investigaciones en el campo de la medicina regenerativa no tengan
mucho impacto en el area odontolégica, aunque, en la odontologia se implementan
muchos de los principios basicos de la ingenieria tejidos, empleando materiales bio-
compatibles que sirven de andamio, favorecen la adhesién, migracion y proliferacion
celular, favoreciendo el restablecimiento de tejidos en la boca (12)(5). Ademas, el he-
cho de que en la pulpa y el ligamento periodontal se encuentren células ectomesen-
guimales que proliferan, se diferencian en ameloblastos formando el esmalte y en
odontoblastos en la papila dental (13), con alta capacidad proliferativa y de facil obten-
cion a partir de exodoncias, es una oportunidad para potencializar la odontologia re-
generativa y generar nuevas alternativas para la aplicacion de terapias celulares y la
generacion de biobancos (14) .

La ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa aplicada en odontologia son de gran
interés por ser estrategias novedosas que combinan biomateriales, biomoléculas (fac-
tores de crecimiento) y células madre para reparar y restablecer las funciones de 6r-
ganos y tejidos (8). En la actualidad, las terapias que incluyen células madre tienen un
potencial terapéutico importante, ya que estas pueden diferenciarse a multiples tipos
de tejidos, autorregenerarse y ser fuente de biomoléculas (15). Debido a las capacida-
des de las células madre mencionadas previamente, la demanda de biomateriales re-
lacionados con estas células ha tenido un crecimiento acelerado que ha hecho nece-
saria la creacion de biobancos a nivel mundial, orientados a la recoleccién, almacena-
miento y distribuciéon de células madre, que puedan ser usados tanto para investiga-
cion basica como para medicina traslacional (16).

El desarrollo o implementacion de un método de criopreservacion, como estrategia de
conservacion de tejidos dentales, favorece las terapias regenerativas, gracias a que
esto permitiria en el corto plazo sentar las bases para la creacién de un banco de
dientes, del cual, a su vez, se puedan obtener células madre viables por méas tiempo
para crear otras opciones terapéuticas (8)(9). El aporte de esta investigacién esta en-
caminado a proveer una matriz de criopreservacion de los tejidos dentales, a partir de
criogeles de PoliVinil Alcohol(PVA) (17), los cuales ha demostrado tener la capacidad
de proporcionar un entorno temporal para el mantenimiento y la interaccién celular,
gue permite a la preservacion de la viabilidad de las células en el tiempo.

1.3 Pregunta de Investigacion

¢Cual es el efecto del uso de Polivinil Alcohol (PVA) como alternativa al Dimetilsul-
féxido (DMSO), como agente criopreservante sobre tejidos dentales para su almace-
namiento?



1.4 Objetivos del proyecto

1.4.1 Objetivo General

Comparar el efecto de dos criopreservantes sobre tejidos dentales mediante pruebas
mecanicas, biologicas y topograficas.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar la inocuidad del proceso de criopreservacion sobre el componente biol6-
gico a partir de aislamiento de células de ligamento periodontal.

e Evaluar la integridad estructural de los tejidos mineralizados a partir de la respuesta
mecanica posterior a la criopreservacion.

¢ Analizar el efecto de dos agentes crioprotectores sobre la integridad de los tejidos
mineralizados de exodoncias dentales humanas mediante pruebas de topografia su-
perficial.

2. MARCO TEORICO

2.1 Introduccidn

La pérdida dental es un problema persistente que se incrementa con el aumento en la
edad de la poblacién y otros factores como: procesos infecciosos en los dientes o teji-
dos periodontales, enfermedad sistémica, iatrogenia, factores genéticos (referencias).
En el contexto mundial, las causas mas frecuentes en esta problemética son los pro-
cesos infecciosos o traumatismos ocasionados por accidentes (18). Para dar solucion
al problema de la pérdida dental, la alteraciéon de la funcién masticatoria y el dafio
estético, se proponen terapias odontolégicas que dependen: del grado de la lesion, la
edad del paciente y la capacidad adquisitiva ya que estos tratamientos suelen ser cos-
tosos (19). Para esto se plantea el uso de prétesis dentales que reemplazan dientes o
grupos de estos, soportandose en las piezas dentales remanentes, o el reemplazo,
utilizando implantes de titanio; ya sea para recuperar un diente perdido o como soporte
de restauraciones protésicas de mayor tamafio (1). Sin embargo, aunque estos trata-
mientos se aplican con éxito en la actualidad, tienen grandes limitantes como requerir
intervenciones quirtrgicas multiples y tiempos de tratamiento prolongados (20). Ade-
mas, cuando existe una ausencia marcada de tejido 6seo para soportar las proétesis o
se requiere mantener la estabilidad de un diente, se busca la regeneracion; ya sea de
tejido 6seo o blando y en muy pocos casos, se promueve un ambiente adecuado para
la regeneracion del tejido y evitar la progresion de la lesion o reversion del dafio que
ya se ha generado (2).

Desde la ingenieria de tejidos se ha planteado la opcion de emplear las células madre
presentes en los tejidos dentales como: ligamento periodontal, el hueso alveolar, la
pulpa dental y la regién apical del diente (13), raz6n por la cual la boca es un importante
reservorio de células madre, que pueden ser er(?pleada en terapia y reconstruccion de



tejidos para procesos de regeneracion, y con gran potencial en uso para terapias au-
télogas en pacientes, lo que podria disminuir los riesgos de rechazo en los procedi-
mientos actuales. Para lograr este objetivo es necesario mantener la viabilidad de las
células por medio de la criopreservacion, lograr expandirlas en cultivo in vitro y desa-
rrollar protocolos efectivos de aplicacion en el paciente. A continuacién, se abordan los
conceptos claves para el desarrollo del tema propuesto en este trabajo en cuestion
(21).

2.2 Estructura y caracteristicas de los tejidos dentales

El diente y su histologia

La funcion principal de los dientes es la masticatoria, aunque estos pueden tener dis-
tintas formas y tamafios, pero una estructura anatdmica conformada por unaraiz y una
corona, con una estructura histoldgica caracteristica (Imagen 1). Dentro de esta esta
la dentina que es un tejido conectivo mineralizado de origen ectomesenquimal deri-
vado de la cresta neural, es un tejido dinamico y metabélicamente activo que puede
regenerarse cuando sufre algin dafio. Esta se divide en dos zonas una cubierta en la
zona coronal por el esmalte que es un tejido duro de origen ectodérmico constituido
principalmente por cristales de hidroxiapatita. Y dentina radicular cubierta por un tejido
conectivo calcificado de origen ectomesenquimatico llamado cemento. Dentro de la
dentina se encuentra la cdmara pulpar, donde esta ubicada la pulpa dental, es un
tejido blando del diente, altamente vascularizado e inervado. En su superficie esta cu-
bierta por los odontoblastos, que son células secretoras que sintetizan la matriz or-
ganica de la dentina constituida principalmente por colageno y sustancia amorfa que



promueven la formacién de la dentina primaria y secundaria y de los procesos de re-
paracion en esta (1)(22).
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Imagen 1. Estructura interna y externa del diente
tomada de (20).

Las piezas dentarias pueden clasificarse de acuerdo con el tiempo de permanencia en
la cavidad bucal (Tabla 1): en dientes primario o deciduos, que hacen la erupcion
entre los seis meses y se completa su aparicion alrededor de los tres afios. Son veinte
elementos dentarios, diez por cada arcada dentaria. Dientes permanentes (Imagen
2), son los que reemplazan los deciduos a partir de los 6 afios y se completa alrededor
de los 18 afios, son 32 piezas dentales, 16 por cada arcada. Estos no son reemplaza-
dos y su perdida es definitiva (22).



Imagen 2. Micropreparacion histolégica mostrando un primordio dental: A: érgano del
esmalte B: papila dental C: foliculo dentario. Tomado de (18)

Tabla 1.Cronologia del desarrollo de los dientes en humanos. Las siglas empleadas
corresponden a: s (semanas), s (meses) y a (afios). Modificada de (21).

calcificacion inicial corona raiz desarro-
desarrollada llada
den- denti- den- denti- den- denti-
diente ti- cion ti- cion ti- cién
cién per- cién per- cién per-
deci- ma- deci- ma- deci- ma-
dua nente dua nente dua nente
Incisivo 14 s 3-4m 15m 4-5a 15a 10 a
central
Incisivo 16 s 10 — 2,5m 4-5a 2a 11 a
lateral 12 m
Canino 17 s 4 -5 9m 6—-7a 3,25 13 -
m a 15 a
Dien- Primer - 1,5- - 5-6a - 12 —
premo- 1,75a 13 a
tes
. lar
E?;'S Se- - 2- ; 6-7a - 12—
gundo 2,25a 14 a
premo-
lar
Primer 15,5 Al na- 6m 25-3 2,5a 9-10
molar S cer a a
Se- 19s 25-3 11 m 7-8a 3a 14 —
gundo a 16 a
molar
Tercer - 7—9a - 12 — - 18 —
molar 16 a 25a
Dien- Incisivo 14 s 3-4 2,5m 4-5a 15a 9a
tes central m




man-

dibu-
lares
Incisivo 16 s 3-4 3m 4-5a 15a 10 a
lateral m
Canino 17 s 4 -5 9m 6—-7a 3,25 12 -14
m a a
Primer - 1,5-2 - 5—-6a - 12 —
pre- a 13 a
molar
Se- - 2.25— - 6-7 a - 13-14
gundo 25a a
pre-
molar
Pri- 15,5 Al na- 55m 25-3 2,5a 9-10
mero S cer a a
molar
Se- 18 s 25-3 10m 7—-8a 3a 12 —
gundo a 16 a
molar
Tercer - 8-10 - 12 - - 18 —
molar a 16 a 25a
Periodonto

Conjunto de tejidos que conforman la parte de sostén y proteccion de elemento den-
tario encargado de unir el diente al tejido 6seo de los maxilares y en mantener la inte-
gridad en la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad bucal. Esta conformado
por el cemento que forma parte del periodonto de insercion, el ligamento periodontal,
tejido conectivo fibrilar que se fija a la raiz al hueso alveolar y tiene la funcion de esta-
bilizar la fuerza masticatoria (Imagen 3). El hueso alveolar, crece alrededor del diente
y luego se une a la porcion basal de los maxilares, es una estructura odonto-depen-
diente, es decir se forma con el diente y muere con él (23)(24).
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Imagen 3. Corte histologico de una erupcion dental en la boca. A: Diente, B: Encia, C:
Hueso y D: Ligamentos del periodonto. Tomado de (22)

Células madre Mesenquimales (MSC) por sus siglas en inglés

Las Células Madre Mesenquimales (MSC), son un subconjunto de células estromales
multipotenciales que proliferan in vitro como células adherentes con una morfologia
similar a la de los fibroblastos; estas pueden ser aisladas de tejidos humanos como:
médula 6sea, corddn umbilical, tejido adiposo, pulpa dental, ligamento periodontal en-
tre otros, y tienen la capacidad de diferenciarse a diversos tipos de células, como lo
son, los osteoblastos, los condrocitos, los mioblastos, las neuronas y los adipocitos
(25) .

La extraccion de MSC de diferentes tejidos humanos con el fin de diferenciarlas a los
linajes con mayor demanda en ingenieria de tejidos es una practica que va en aumento
en los dltimos afos. En la literatura se reportan numerosos estudios de aislamiento de
células madre cultivadas con el fin de diferenciarlas y usarlas en diferentes aplicacio-
nes médicas (15).

Células madre de la pulpa dental (DPSCs) por sus siglas en inglés

La pulpa dental es un tejido conectivo liso que ocupa la cAmara pulpar del diente y se
origina en la papila dental embrionaria, posee un tejido ectomesenquimal, es uno de
tejidos blandos del diente. La célula principal de la pulpa es el odontoblasto se originan
de linea directa de las células de la cresta neural, razon por la cual tienen el potencial
de diferenciacion en diferentes tipos de células madre funcionales no asociadas con
tejidos pulpares dentales (26). Las células de la pulpa dental estan cubiertas y prote-
gidas por tejidos dentales, que las aisla de la flora microbiana de la boca y les confiere
ciertas caracteristicas de esterilidad (27), su extraccién es relativamente sencilla y no
requiere de extracciones quirirgicamente invasivas (28).

En particular, las células madre de la pulpa dentaria fueron extraidas por primera vez
en el afio 2000, a partir de terceros molares y sus estudios demaostraron que poseen
una alta capacidad proliferativa y son capaces de regenerar tejido mineralizado (29).

En estudios recientes llevados a cabo en roedores con defectos inducidos, se ha de-
mostrado que el aislamiento y la caracterizacion de las células madre del ligamento
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periodontal (PDLSCs) y la pulpa dental (DPCs) provenientes de humanos (Imagen 4)
promete ser una fuente potencial en la regeneracion de tejidos en la cavidad oral, ya
gue se encontraron células progenitoras que expresan marcadores de células madre
postnatales, que pueden participar en procesos de reparacién periodontal y son capa-
ces de estimular la regeneracion de hueso al tener la capacidad de diferenciarse a un
fenotipo mineralizante (30); por lo que también tienen aplicacién en la regeneracion
Osea craneofacial (31).

DPSCs

Imagen 4.Estados de desarrollo del diente y células madre de los tejidos dentales.de-
finicion de los tipos de calulas segun sus siglas en inglés: TGPCs (células progenito-
ras de gérmenes dentales),DFSCs( células madre del foliculo dental), SGSCs (célu-
las madre de las glandulas salivales) ,SHED (células madre de dientes deciduos ex-
foliados humanos), DPSCs (Células madre de la pulpa dental posnatal), PDLSCs
(células madre del ligamento periodontal), células madre mesenquimales derivadas
de hueso (BMSCs), SCAP (células madre de papila apical), GMSCs (células madre
mesenquimales gingivales), PSCs (Células madre dentales posnatales). (Tomado de

7).

Células Madre del ligamento periodontal (PDLSCs) por sus siglas en inglés

Las PDLSCs se pueden obtener del ligamento periodontal después de su separacion
de la superficie de la raiz. Se encuentran asimétricamente distribuidas y sus propieda-
des varian segun su ubicacion. Las células aisladas de la superficie del hueso alveolar
tienen una mayor capacidad de proliferacién y pueden regenerar mejor el hueso al-
veolar que las que se obtienen de la superficie de la raiz (31).

Las PDLSCs participaron en la regeneracion del hueso alveolar, a partir de la forma-
cion de una capa fina muy similar al cemento; ademas, se encontraron fibras de cola-
geno que se asociaron al hueso alveolar proximo al periodonto regenerado (32). Adi-
cionalmente, se ha reportado que las células madre provenientes de la pulpa dental
tienen capacidad osteogénica y condrogénica, mientras que las del ligamento perio-
dontal se pueden diferenciar en adipocitos, neuronas, musculo, hueso, células forma-
doras de colageno y productoras de insulina (33)(30). Estas, también tienen caracte-
risticas de célula madre mesenquimales y por eso son de gran interés para la regene-
racion periodontal (34). En la (Tabla 2) se pueden observar las principales caracteris-
ticas de las células madre provenientes del ligamento periodontal (12)(28).
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Tabla 2. Caracteristicas de PDLSCs

STRO-
Nanog, Oct-4 Sox-2,
Rex-1 SSEA-1 SSEA-3

SSEA-4
TRA-1-60
TRA-1-81

Célula Caracteristicas in vitro Caracteristicas in Referencias
madre Vivo
Eﬂaurjgggzgcc;zl_'dad con Tejido similar al ce- (35)
Osteo/cementogénica rpento .
. e Células similares a
Neuro/ adipogénica odontoblastos
Condro/ miogénica
Ceélulas productoras de
insulina
Marcadores de superfi- gﬁ;fﬁg%ﬁﬁg?:&' (36)
cie celular Positivos gativos
CD9 CD10 CD13 CD26 CD14, CD34, (37)
CD29 CD44 CD59 CD45, HLA-DR
CD73 CD90 CD105
PDLSCs CD106 CD146 CD166

Entre las caracteristicas de este tipo de células, se encuentran su baja inmunogenici-
dad debido a la ausencia de moléculas coestimuladoras de células T y sus efectos
inmunosupresores en las células B y T, permitiendo el uso de células madre del liga-
mento periodontal alogénicas en terapias regenerativas (38). También se ha demos-
trado que son varios los factores que regulan las propiedades de las PDLSCs, como:
la edad del donante, el origen del cultivo, la afeccion inflamatoria y el método del cultivo

(29), como se muestra en la (Tabla 3).

Tabla 3. Factores que influyen en las propiedades de las PDLSCs

Factor

Propiedad

Método de cultivo

Las PDLSCs cultivadas en a-MEM tienen mayores ta-
sas de proliferacion y mayor potencial osteogénico que
las cultivadas en DMEM. Ya que el a-MEM es un medio
con los componentes béasicos, el DMEM, que es un
medo minimo esencial pero suplementado con L-Gluta-
mina que es un aminoacido esencial y vitaminas adicio-
nales que sirven como una fuente de energia impor-
tante para la propagaciéon de las células (39)
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La capacidad de proliferacion, migracion y diferencia-

Edad del donante cion disminuye, mientras avanza la edad del donante

Las PDLSCs provenientes de dientes deciduos tienen
Origen del cultivo mejor proliferacién y potencial osteogénico y adipogé-
nico que las provenientes de dientes permanentes.

PDLSCs provenientes de tejidos periodontales inflama-
dos tienen una mayor proliferacion, pero menor capaci-
dad osteogénica y menor potencial de formacién de ce-
mento que las que provienen de tejidos sanos

Afeccion inflamatoria

En los Ultimos afios, la Sociedad Internacional de Terapia Celular establecié una serie
de criterios minimos para el cultivo de células mesenquimales estos son: 1) Demostrar
el aislamiento de células con morfologia fibroblastoide de tipo adherente "in vitro" 2)
Determinar la expresion de los antigenos CD105, CD73 y CD90, en ausencia de mar-
cadores hematopoyéticos como CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79 o0 CD19 y HLA-
DR e 3) Inducir la diferenciacion "in vitro" de las Células Madre Mesenquimales en
osteoblastos, adipoblastos y condroblastos (9-11). Como las PDLSCs cumplen con
estos requisitos, se pueden utilizar en terapias regenerativas. En primer lugar, cuentan
con la capacidad de adhesion al plastico en condiciones normales de cultivo, expresan
los marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90, y carecen de expresion de las
moléculas de superficie CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79alpha 0 CD19 y HLA-DR
y por ultimo se diferencian en osteoblastos, adipocitos y condrocitos in vitro (32).

Con base en la descripcion de las PDLSCs se han utilizado estas caracteristicas en
estudios comparativos con células mesenquimales derivadas de la médula ésea, la
sangre del corddn umbilical y el tejido adiposo, mostrado similitudes en cuanto a la
morfologia fibroblastoide, la formacién de CFU-F, la multipotencialidad de diferencia-
cion y la expresion de un conjunto de proteinas de superficie tipicas de estas células,
Se demostrd que los tres tipos de MSC inhiben la proliferacion de células mononuclea-
res de sangre periférica (PBMC) en un grado similar, lo que sugiere que plantean un
riesgo minimo de iniciar una respuesta inmune alogénica cuando se administran in
vivo. Estas caracteristicas, la facilidad de coleccion, y las preocupaciones éticas mini-
mas con respecto a su uso sugieren que las PDLSCs son fuentes celulares adecuadas
para la obtencién de MSC (40)(41). En los ultimos afos, se ha ido avanzando en el
trasplante de las PDLSCs y se trabaja en incrementar la proliferacion y la capacidad
de diferenciacion mediante modificaciones a las condiciones de cultivo y la aplicacién
de factores de crecimiento. Pero a pesar de esto, aln se deben establecer pautas
estandar para el cultivo y la identificacion de este tipo de células(42) .

2.3 Criopreservacion

Técnica empleada para conservar, mantener la viabilidad y la funcionalidad de: espe-
cimenes biolégicos, células individuales y tejidos, por largos periodos de tiempo. Para
esto se emplea nitrégeno liquido (-196 °C), a tan bajas temperaturas no hay reacciones
biolégicas y el metabolismo celular se encuentra en latencia, ya que el agua esta en
estado solido. La criopreservacion es una herramienta Gtil para la creacién de bancos
de células que pueden ser empleadas con fines investigativos y terapéuticos (43). Sin
embargo, existe una necesidad inminente de establecer protocolos de criopresevacion
14



gue requieren medio de crecimiento con alto contenido de suero fetal bovino y un
agente crioprotector qgue minimiza el estrés celular ocasionado por los esfuerzos de
cizalla 'y la presion interna que se genera cuando el agua entra a la estructura celular
y se solidifica, logrando asi que se mantenga la tasa de viabilidad, proliferacién, plas-
ticidad celular y no se altere el fenotipo después de descongelar y cultivar las células
criopreservadas(44).

Se pueden diferenciar tres tipos de crioprotectores: los azlUcares (sacarosa, sucrosa,
lactosa, glucosa), los alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol)
y el dimetil sulfoxido (DMSO) (referencias); este Ultimo es ampliamente empleado
como agente crioprotector ya que puede penetrar los tejidos sin causar dafio, lo cual
podria estar relacionado con su capacidad para formar enlaces de hidrégeno con las
moléculas de agua, debido a que su estructura se asocia con el agua, las proteinas,
los carbohidratos, los acidos nucleicos, las sustancias idnicas y otros constituyentes
de los sistemas vivos (8).

2.4 Criogeles

Los criogeles son matrices que se forman a partir de soluciones de precursores poli-
méricos 0 monoméricos como el quitosano, la gelatina, el Polivinil Alcohol (PVA),Co-
lageno(45). Estos materiales tienen macroporos conectados entre si, los cuales per-
miten el paso de sustancias y particulas a través de ellos y poseen, ademas, estabili-
dad quimica, mecénica y osmética, haciéndolos materiales propicios para ser portado-
res de biomoléculas y células (46).La estructura tipica del criogel se forma cuando los
cristales, generalmente de hielo, son removidos por sublimacién y dan lugar a estruc-
turas porosas que reemplazan los lugares donde antes se encontraban los cristales
(47). En general, los criogeles poliméricos tienen una superficie porosa y elastica que
les permite inmovilizar células y portar enzimas (48). Los primeros reportes de la sin-
tesis de criogeles son de los afios 40 y sus estudios iniciales se enfocaron en com-
prender los mecanismos de sintesis, caracterizacion y arquitectura de los poros, de-
mostrando que en lugar de agua también podian utilizar diferentes solventes como el
formaldehido y el dimetilsulfoxido (46)(49).

Para obtener los criogeles se utiliza un sistema de congelacién a una velocidad con-
trolada, con el cual se busca obtener una estructura homogénea de cristales de hielo
gue se alinean en la direccién del congelado y, si estas muestras se sometieran al
proceso de liofilizacion para secarlas, se obtienen macroporos ordenados. Este pro-
ceso de modelado con hielo se conoce como ISISA (ice segregation induced self-as-
sembly) o autoensamblado inducido por segregacién de hielo. Este método de sintesis
es limpio y sencillo de realizar, ademas se forman numerosos poros que estan conec-
tados entre si en un area (50).

Una de las principales caracteristicas de los criogeles poliméricos es que hinchan
cuando entran en contacto con un liquido y sirven de matriz, que ademas de retener
el solvente, permite la difusion de algunas particulas del soluto en su interior. A este
tipo de materiales se le puede modular sus caracteristicas, tales como: la capacidad
de hinchamiento, el médulo de Young y el grado de heterogeneidad. Es asi como se
pueden obtener materiales inteligentes que tienen similitud a los sistemas biologicos
y, por este motivo, son de gran utilidad para aplicaciones biomédicas y para la inge-
nieria de tejidos (48). Sin embargo, para que sean Utiles en este tipo de aplicaciones,
deben ser biocompatibles es decir la interaccién entre un dispositivo biomédico y los
tejidos del paciente y expuestos al dispositivo y la duracién de esa exposicion no ge-
nerara cambios o respuestas bioldgicas negativas o de rechazo(51) (52).

15



2.5 Criogeles de alcohol polivinilico (PVA)

Dentro de los criogeles poliméricos, se destacan los obtenidos a partir del alcohol poli-
vinilico (PVA), el cual es un material sintético, biodegradable y con caracteristicas de
biocompatibilidad(53)(54) . Sus propiedades estan ligadas a su grado de hidrélisis y
peso molecular. Este, se sintetiza a través de la hidroélisis de acetato de polivinilo, por
medio de polimerizacién por radicales libres de acetato de vinilo y se compone de un
grupo alcohol secundario unido a una cadena de carbono lineal. El grupo alcohol per-
mite la unién del hidrogeno y al estar en una solucién acuosa, es capaz de producir un
hidrogel con alto contenido de agua (Imagen 5) (55).

P L~

HO |,

Imagen 5. Estructura molecular del PVA

Para lograr la formacién de los criogeles de PVA se parte de una solucion concentrada
del polimero en medio acuoso y se somete a ciclos sucesivos de congelacién y des-
congelacion, en los que el agua se cristaliza, mientras el soluto queda en fase liquida.
De esta manera, durante cada ciclo se fortalecen los puentes de hidrégeno intra e
inter-moleculares de las cadenas del polimero, formandose una red porosa y estable
a temperaturas entre 25 °C y 37 °C (48). Los ciclos de congelacion y descongelacién
permiten un entrecruzamiento fisico de las cadenas de PVA y son determinantes en
las propiedades del material. Ademas, es una metodologia que permite obtener mate-
riales con propiedades mecénicas aptas para aplicaciones biomédicas como lentes de
contactos, apésitos para heridas, liberacién controlada de farmacos, catéteres, tam-
bién se utilizado como andamio para cultivo celular (56)(46)(57).

Por otra parte, se debe considerar que las propiedades macroscopicas de estos crio-
geles poliméricos, dependen de parametros, tales como: la concentracion del PVA, el
peso molecular del polimero, grado de hidrdlisis del polimero y el nimero de ciclos de
congelacion/ descongelacién (incluyendo su duracion y temperaturas de trabajo). En
1975, Peppas describio los hidrogeles de PVA elaborados por el método de congela-
cion y descongelacion, al someter las soluciones acuosas de alcohol polivinilico a una
temperatura de congelacién de -20 °C y, posterior descongelacion a temperatura am-
biente y observé que se formaron cristales en su estructura. Igualmente, encontré que
la formacion de estos cristalitos, dependia de la concentracion de PVA y el tiempo de
congelacion y descongelacion de las muestras; ademas, el tamafio de éstos depende
del tiempo de congelacion (58).

Partiendo de la variacién en los parametros que se mencionaron anteriormente, se
pueden elaborar criogeles para necesidades especificas, que, en todos los casos, se-
ran materiales viscoelasticos que en contacto con el agua se hinchan y estan formados
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por macro y micro poros, los cuales pueden ser usados para encapsular diferentes
sustancias y microorganismos (59). Gracias a sus propiedades mecénicas, biocompa-
tibilidad y su capacidad de imitar algunos tejidos blandos, estos materiales se han
usado en la construccién de valvulas cardiacas, vasos sanguineos y cartilagos, desde
finales de los afios ochenta (47).

Como se ha mencionado previamente, el control de ciertos parametros en la formacion
de los criogeles de PVA permite la modulacién de sus caracteristicas, lo cual ha per-
mitido que tenga ventajas con respecto a otros hidrogeles usados para aplicaciones
biomédicas, tales como (58) :

a) Poseen una alta micro y macro porosidad que proporciona condiciones favora-
bles para la transferencia de masa de sustratos y metabolitos.

b) Las caracteristicas reoldgicas de las matrices son excelentes y permiten el uso
de estos hidrogeles en la mayoria de los reactores en contraste con otros hidrogeles
como el alginato, el agar, los carragenatos o la poliacrilamida que son fragiles.

C) Tiene una termo estabilidad mayor que la de otros hidrogeles usados como por-
tadores de sustancias.

d) Son altamente resistentes a la degradacién bioldgica.

Igualmente, para describir mejor el efecto de las diversas variables que se pueden
manipular durante la formacion de los criogeles de PVA, en Tabla 4 se resumen algu-
nos aspectos que son de interés en la obtencién de estos materiales (55):

Tabla 4. Variables manipulables durante la formacion de criogeles de PVA

El aumento del peso molecular hace que aumente el nimero y el
tamafio de las regiones cristalinas, ya que la cadena polimérica,
Peso molecular | incrementa su longitud, por tanto, se obtiene geles mas estables y|
rigidos, debido a que aumentan los grupos OH y se intensifican
las interacciones con el agua, formando enlaces de hidrégeno
(28).

El uso de solventes en el procesamiento del PVA puede alterar las
propiedades de los criogeles. Los solventes organicos como el
DMSO, la glicerina, el etilenglicol, el propilenglicol y el alcohol eti-
lico, proporcionan materiales con buena transmitancia de luz (60).
Por su parte, el uso de DMSO proporciona transparencia a los
criogeles de PVA, buena elasticidad y mayores tasas de gelifica-
cion, debido a que esta se produce sin separacion de fases a tem-
peraturas inferiores a los 20 °C (61). Para aplicaciones biomédi-
cas, es beneficioso que se adicionen sales o solventes en la pre-
paracion del criogel, porque finalmente estos se utilizan en un en-
torno que contiene electrolitos (40).

Solvente
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Concentracién
de la solucioén

Una concentracion inicial alta produce una estructura con menos
poros. Hassan y Peppas demostraron que concentraciones mayo-
res, dan lugar a geles mas estables y con un grado de cristalinidad
mayor (62). Y por su parte, Lozinsky et al, demostraron que, al
aumentar la concentracion de PVA, aumenta la rigidez del criogel,
debido a que hay mas grupos hidroxilo presentes para realizar in-
teracciones con el agua y se restringe el movimiento de las cade-
nas del polimero (63).

Ciclos de conge-
lacion — descon-
gelacion

Al aumentarse la velocidad de descongelacién, se forman crioge-
les mas rigidos y con mayor resistencia a la traccién, debido a que
las cadenas poliméricas tienen mas tiempo para agruparse y reor-
ganizarse entre si (64). Por otra parte, durante el secado se pue-
den modificar el grado de cristalinidad y el tamafio de los cristali
tos. Durante un secado lento a temperatura ambiente, bajo dife-
rentes humedades relativas, se aumenta la cantidad de polimero
y se retarda la cristalizacién (65).

2.6 Aplicaciones en medicina regenerativa

Campo multidisciplinario relacionado con el reemplazo, la reparacién o la restauracion
de d6rganos o tejidos lesionados. Surge de la necesidad de reconstruccion de tejidos
gue han sufrido dafios por enfermedades, malformaciones, traumas o lesiones (66).
La terapia con células madre tiene gran potencial en terapias regenerativas, ya que
por sus caracteristicas intrinsecas reparan y reemplazan las células dafiadas en los
organismos adultos, debido a esto la investigacién con células madre es un campo
prometedor con un atractivo potencial para la medicina regenerativa (67).

3. METODOLOGIA DEL PROYECTO

Para la ejecucion del proyecto, se definieron tres etapas como se muestra en la (Ima-
gen 6). Los métodos empleados se describen en detalle en la siguiente seccion.
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e Exodoncia: obtencion de piezas dentales (terceros molares) \

e Transporte bajo condiciones controladas, temperatura, pH de la solu-
cion fisioldgica, antibioticos,

e Las muestras fueron transportadas bajo cadena de frio, hacia el labo-
ratorio (Biomateriales CES, Sabaneta) donde se lavaron y se procesa-
ron, para la implementacién de pruebas. )

~

e Ensayo Mecanico
e Ensayo topogréfico
e Ensayo de inocuidad

e Analisis estadistico )

Imagen 6. Actividades para la criopreservacion de los terceros molares

3.1 Obtencidn de piezas dentales
Las piezas dentales obtenidas para la realizacion de este estudio fueron terceros mo-
lares extraidos de diferentes personas que requerian de la cirugia de cordales. Este
procedimiento se llevé a cabo en la Clinica Smile, con sede en los municipios de Cal-
das y Sabaneta (departamento de Antioquia, Colombia). Para esto, se definieron los
siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusién de los molares

Piezas dentales terceros molares provenientes de pacientes hombre y mujeres, sin
antecedentes de enfermedades sistémicas, con un rango de edad entre 18 — 30 afios,
morfolégicamente normales, sin caries y sin compromiso pulpar o periodontal.
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Criterios de exclusion de los molares

Los terceros molares que se fracturaron por la extraccion o que presentaron lesiones
asociados a la exodoncia.

Después de seleccionar los molares que cumplian con los criterios de inclusion pro-
puestos, se definieron las condiciones de pruebas para el montaje de los ensayos, las
variables consideradas fueron: tipo de criopreservante y tiempo de criopreservacion
(Tabla 5), todos los tratamientos fueron almacenados a -195,8 °C.

3.2.2 Técnica de anestesia y exodoncia
El procedimiento se dividio en las siguientes etapas:

- Pre-exodoncia: se verificaron los estadios de Nolla que son etapas del desarrollo de
diente, se establecieron que, por medio de una radiografia periapical, que emplearian
los molares en un desarrollo entre (9 6 10), ya que en estos estadios el nivel de la
formacion de la raiz esta casi completa o completa.

- Exodoncia: se realizé una profilaxis dental con bicarbonato de sodio (Prophy- Jet,
EEUU) a las piezas seleccionadas para la extraccion y se procedié a la aplicacién de
anestesia infiltrativa superior o troncular inferior utilizando lidocaina (Ropsohn, Colom-
bia) sin epinefrina. Después de la anestesia, se realizd sindesmotomia utilizando ex-
plorador #5, para rompimiento de fibras e inserciones ligamentosas entre el tejido
blando y el diente y se procedio, con la luxacién alvéolo- dental mediante la dilatacion
del hueso alveolar y el desgarro del ligamento periodontal, con elevador recto delgado
y adaptacion de los forceps al diente. Posteriormente, se hicieron movimientos hacia
la cortical mas delgada con fuerza lenta y firme, sosteniendo por varios segundos y
finalmente avulsion o remocién del diente del alvéolo.

- Post- exodoncia: se realizaron tres lavados del diente por centrifugacion durante
cinco en solucion PBS, para remover detritos, restos de tejidos, glébulos rojos y demas
potenciales contaminantes.

3.2.3 Transporte

Una vez extraidos los terceros molares, se us6 un tubo de 50 mL que contenia 5 mL
de medio de transporte (seccion 3.2.1) y fueron llevados en una nevera portétil con gel
refrigerante a 4°C al laboratorio de Biomateriales Universidad CES Sabaneta, en un
periodo no mayor a 4 horas, para su criopreservacion y ejecucion de las pruebas.

3.2 Preparacion de soluciones de trabajo

La solucién de PBS fue preparada en el laboratorio de Biomateriales de la Universi-
dad CES, Sabaneta y usada para la limpieza de las piezas dentales con la ayuda de
centrifugaciones, antes de someterlas a los diferentes ensayos. Esta se preparé se-
gun protocolo encontrado en el Anexo 1.

Medio de transporte
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Se preparé medio de cultivo a-MEM (Caisson, EEUU) y se suplementé con 10 % de
solucién de antibi6ticos10,000 unidades/ mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomi-
cinay 25 pg/mL de anfotericina B) (GMbiolab, Taiwan). El suplemento de antibiéticos
a este porcentaje, se realiz6 para minimizar la contaminacién durante el transporte de
las piezas dentales

Medio de almacenamiento

Para los tratamientos se adicionaron medio de cultivo estéril a-MEM (Caisson, EEUU),
con L-glutamina, suplementado con 10 % de Suero Bovino Fetal (FBS) (Caisson,
EEUU) y 1 % de solucion de antibi6ticos (10,000 unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL
de estreptomicina y 25 ug/mL de anfotericina B) (GMbiolab, Taiwan).

Y solo para el caso de los tratamientos que contenian como criopreservante el poli-
mero sintético (alcohol polivinilico), las soluciones fueron preparadas con PVA al 5
%plv, a partir de la adicion de PVA (99 % hidrdlisis, PM 130 kDa) (Sigma-Aldrich,
EEUU) en agua destilada, en medio de cultivo a-MEM (Caisson, EEUU), suplementado
con L-glutamina, 10 % de suero bovino fetal (FBS) (Caisson, EEUU) y 1 % de solucién
de antibiéticos (10,000 unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina y 25
pg/mL de anfotericina B) (GMbiolab, Taiwan). A la solucion final se le ajust6 el pH a
7,1, utilizando como soluciones amortiguadoras Hepes y bicarbonato de sodio.

3.3 Obtencién y almacenamiento de piezas dentales

3.2.1 Proceso de obtencidén de las muestras

Con la historia clinica de los pacientes y su respectiva radiografia, se procedi6 a reali-
zar la seleccién de las personas que cumplian con los criterios de inclusion, para con-
tinuar con el proceso de extraccion de las piezas dentales. A dichos pacientes, se les
asigno una cita para explicarles el proyecto de investigacién y solicitar su participacion
como donantes del residuo anatomopatolégico; ademas, se les entregd el consenti-
miento informado para su lectura y si estaba de acuerdo, su posterior firma. Final-
mente, se coordiné con el odontdlogo Carlos Andrés Fernandez la fecha del procedi-
miento para la exodoncia.

A continuacion, se detalla la metodologia establecida para la recoleccién de las mues-
tras.
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3.3 Criterios para almacenamiento y evaluacion de los agentes criopreser-
vantes

De las muestras transportadas se seleccionaron 51 terceros molares cabe aclarar que
segun la dificultad para la obtencién de las muestras esta se realizd segun la disponi-
bilidad de pacientes donantes. Los 36 molares se distribuyeron en 12 grupos con dife-
rentes condiciones de criopreservacion (que variaban el tipo de criopreservante y
tiempo de congelacion) (tabla 5) al final el tiempo establecido segin cada tratamiento,
lo molares se sometieron a las pruebas mecanicas y topogréficas y 15 para hacer
pruebas piloto de los ensayos biolégicos.

Tabla 5. Condiciones de pruebas y variables contempladas para el montaje de ensa-
yos de criopreservacion.

Factores Niveles
Molar seco
Controles Molar recién extraido

Sin criopreservante
Medio de cultivo a-MEM
DMSO 10% V/V+ medio de cultivo
PVA 5% P/V+ medio de cultivo
DMSO010% V/V+PVA5% P/V+ medio de cultivo

Agente criopreservante

15 dias
Tiempo de criopreservacion 30 dias

La combinacion de los factores y niveles definidos condujo a doce tratamientos como
se muestra en la (Imagen 7) que fueron realizados por triplicado y a los cuales se les
adicioné medio de cultivo para mantener la vitalidad de los tejidos. Finalmente, todas
las muestras fueron llevadas a crioviales para su criopreservacion y almacenamiento
en nitrégeno liquido. Transcurridos 15 y 30 dias, las muestras se sacaron del nitré-
geno, se descongelaron a 37 °C. Adicionalmente, se definieron dos grupos control
constituidos por dientes en seco (sin ningln tratamiento) y tres dientes post - extrac-
cion (inmersos en el medio de transporte, seccién 3.1) estos no se sometieron a pro-
cesos de criopreservacion, sino que se contemplaron como dos grupos de partida en
tiempo 0 para conocer las condiciones iniciales de los molares. se realizaron las prue-
bas mecéanicas y topogréaficas por medio de un muestreo destructivo.

Las muestras que contenian PVA, se entrecruzaron por el método de congelacion/des-
congelacion de la siguiente manera, se almacenaron durante seis horas a 4°C, poste-
rior se sometieron a -20 °C durante seis horas, el proceso se repiti6 dos veces para
completar dos ciclos de congelacion/descongelacion.Después del entrecruzamiento
del PVA, se inici6 un proceso gradual de criopreservacién inicialmente congelando a -
20°C durante 2 horas y posterior a esto congelando a -80 °C por otras 2 horas.
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Condicién agente  Sin criopreservante Solo medio PVA con PVA con medio cultivo ~ Medio cultivo
criopreservante de cultivo medio cultivo y DMSO Con DMSO

: - . . ] . 15 dias 30 dias
Tiempo 15dias 30 dias 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias 15dias 30 dias
o LB
ot el L i
Almacenamiento en
Nitrégeno liquido a
t7" —— ___."!‘5
—_—eee
En total se obtuvieron 12
tratamientos, cada uno se hizo por
/ triplicado para un total de 36

) - muestras.
Diente recién

2 Diente seco
extraido

Imagen 7. Tratamientos y condiciones establecidas para el ensayo

3.4 Ensayos de caracterizaciéon

3.4.1 Medidas de las piezas dentales

A cada pieza dental se le tomaron tres medidas antes para determinar el tamafio de las
superficies y poder realizar posteriormente los célculos en las pruebas mecénicas. Es-
tas medidas estaban comprendidas por la distancia desde la corona hasta la raiz
(DCR), la distancia mesiodistal (DMD) y la distancia vestibulo lingual (DVL) de cada
diente y corona, por medio de un calibrador digital, como se muestra en la (Imagen 8).
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Imagen 8. Mediciones de las piezas dentales (fotografia fuente propia.

Adicionalmente, se evalué la morfologia del diente por medio de estereoscopia Optica,
usando un estereoscopio NIKON SMZ1000 (Nikon, Japén). Todo el sistema fue asis-
tido por un software para analisis de imagenes, llamado NIS ELEMENTS 3.1 de NIKON
y por un calibrador digital, con el fin de observar parAmetros de apariencia de los dien-
tes como: el niumero de fisuras previas y posteriores a la criopreservacion y sus res-
pectivas densidades.

3.4.2 Evaluacién mecanica

Se realizaron pruebas de compresion simple, utilizando una maquina universal de en-
sayos INSTRON 3345 (Instron, EEUU) (imagen 9), con una celda de carga de 5000 N
+ 0,025 N, a una velocidad de 0,5 mm/min, siguiendo una metodologia realizada por
Panighi, et al (57). Con esta prueba se obtuvieron variables como: la resistencia a la
compresion y el modulo de elasticidad.

Las pruebas mecanicas del efecto del tratamiento sobre los molares criopreservados
a diferentes tiempos, se calcularon segin la ecuacién 1.

F

Ap

Ecuacion 1: célculo de la resistencia a la compresion

g =

Donde, o es la resistencia a la compresion en MPa, F es la carga de fallay Ap el area

(proyectada) de falla medida en el diente. La energia de deformacién fue hallada di-
rectamente por el software Blue Hill INSTRON 3345, EEUU).

Donde, o es la resistencia a la compresion en MPa, F es la carga de fallay Ap el area

(proyectada) de falla medida en el diente. La energia de deformacién fue hallada di-
rectamente por el software Blue Hill INSTRON 3345, EEUU).

El médulo de elasticidad se calculé en funcién de la pendiente de la curva fuerza vs
desplazamiento, obtenida mediante el software Blue Hill de INSTRON®, asi como la
longitud original (expuesta) del diente Lo y Ap, a partir de la (Ecuacion 2):

E= pendiente X Lo
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Ap
Ecuacion 2. modulo de elasticidad y la resistencia de compresion promedio para los
diferentes grupos de dientes.

Imagen 9. Montaje para la prueba mecéanica

El montaje para la prueba de compresiéon que se observa en la (Imagen 10). consté
de un sistema de sujecion, una mordaza y un soporte con fondo. De esta forma, se
midio la carga de falla. El &rea de fractura para el calculo de la resistencia a la com-
presion se midié6 mediante imagenes, usando un estereoscopio NIKON SMZ 1000 (Ni-
kon, Japon), con un software de andlisis de imagenes NIS ELEMENTS 3.1 (Nikon,

Japon).

/ c N\
/

Imagen 10. Montaje para la prueba mecanica
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3.4.3 Evaluacion topografica

Con el fin de evaluar la morfologia de la superficie de las piezas dentales sometidas a
los diferentes tratamientos y observar el efecto que originaba el proceso de criopreser-
vacion en el esmalte y la dentina, se us6 un estereoscopio NIKON SMZ1000 (Nikon,
Japon) y el software para analisis de imagenes, NIS ELEMENTS 3.1 (Nikon, Japén).
Después de obtener las estereoscopias se buscaron tres tipos de fracturas: inducida
(generada por la carga de los ensayos mecanicos), térmica (debida al proceso de
criopreservacion) y mecanica antigua (generada por el proceso de masticacién o por
la extraccion de las piezas), con el fin de identificar las posibles grietas generadas en
los terceros molares.

De igual manera, con el propoésito de confirmar los hallazgos por estereoscopia, se
evaluaron 36 piezas a través de microscopia electrdnica de barrido (SEM) a un voltaje
de aceleracién de 15 kV, con modulo de espectroscopia de dispersion de energia de
rayos X (EDS), en un microscopio electronico de barrido SEM JEOL JSM-6490LV
(JEOL, Japdn). Todas las muestras fueron deshidratadas y recubiertas con una fina
capa de oro, en una cdmara con atmosfera de argon al vacio Desk IV (Denton vacuum,
EEUU).

3.4.4 Evaluacién del crecimiento celular en cultivo de monocapa

Para verificar la presencia de células que se pudieran extraer después del proceso de
conservacion en los diferentes medios, se utilizaron 18 piezas dentales con triplicados
para cada grupo, para esta prueba no se tuvo en cuenta el grupo “diente seco”, lo
demas grupos (ver tabla 5) sirvieron como muestras para aplicar un método de ex-
traccion y cultivo celular. Se realizaron tres lavados sucesivos con PBS estéril para
remover exceso de criopreservante. El cultivo en monocapa se hizo por medio de ex-
plantacion, en el cual se removid una parte del tejido con un bisturi y se deposité en
un plato para cultivo celular T25 que contenia medio de cultivo a-MEM, suplementado
con FBS 10% y antibiético al 1%. Los platos fueron incubados durante ocho dias en
atmosfera himeda a 37°C con 5% de CO.. Transcurridos los ocho dias, los platos de
cultivo se observaron en el microscopio 6ptico invertido, se verificd la morfologia y
adhesion a la superficie del plato.

3.5 Registro de datos y anédlisis estadistico

Los datos obtenidos se registraron en formularios fisicos y posteriormente, se almace-
naron en una base de datos y fueron procesados con Microsoft Excel. Para el analisis
de los diferentes resultados se analizé en el programa Minitab 19, a partir de ANOVA
gréficos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Pruebas de los terceros molares
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En la primera etapa del proyecto se recolectaron los terceros molares de donante que
firmaron el consentimiento informado (Anexo 2), de acuerdo con la norma 8430 de
1993 del Ministerio de Salud de Colombia. Algunas piezas dentales se destinaron para
pruebas preliminares de extraccion de células y validacion de procesos, otras 36 se
usaron para los ensayos mecanicos y topograficos, y 15 molares para las pruebas
bioldgicas (solo los grupos con criopreservantes, como grupos de interés).

El diente, por su naturaleza mineral, biolégica y por funcién, es un material excesiva-
mente variable que presenta dificultades a la hora de adquirir las muestras suficientes
y con una calidad aceptable para realizar experimentos in vitro, pues su composicion
y propiedades fisicoquimicas se adaptan a la funcion punto por punto y ademas sus
caracteristicas varian segun la historia particular de cada paciente (68). Factores como
la edad, la genética, la nutricién, la presencia o ausencia de microelementos, los habi-
tos alimenticios, patologias, etc., afectan sus propiedades y caracteristicas (23). Por
esta razon al ser los dientes muestras extraidas de pacientes donantes, es dificil contar
con muestras homogéneas para los procedimientos aplicados en este trabajo, por lo
gue la variabilidad y las deviaciones halladas en los resultados pueden ser altas. Las
medidas realizadas evidencian que los terceros molares tienen tamafios y formas di-
versas, todas las pruebas parten de muestras heterogéneas lo que explica la variabi-
lidad de algunos de los datos obtenidos producto de la investigacion.

Las muestras fueron almacenadas segun cada tratamiento y se suplementaron con
medio de cultivo a-MEM, este es un medio esencial minimo para el cultivo de células
adherentes, que contiene rojo fenol como indicador de pH, presentando cambios de
colores aparentes segun el pH: fucsia pH basico, rojo pH neutro y amarillo cuando el
pH esta acido. Este parametro es de gran importancia para preservar la viabilidad ce-
lular, ya que estas son muy sensibles a la variacion del pH y para su correcto desarrollo
en cultivo in vitro el pH 6ptimo es de 7.0. Al descongelar las muestras de cada trata-
miento evaluado en este trabajo, se observd que el indicador de pH del medio de cul-
tivo en las muestras que contenian PVA como agente crioprotector, vird a un color
amarillo, indicando acidificacién del medio de cultivo, al registrar el pH de estas mues-
tras, se registré en 4.0. A diferencia de los otros tratamientos que presentaban un color
rojo y mostraban segun el indicador buenas condiciones de pH en promedio 6.9 (Ima-
gen 11).

El pH es un aspecto supremamente importante en el ambiente intracelular, cambios
en el pH ocasionan efectos en los procesos celulares fundamentales como: el meta-
bolismo, el potencial de membrana, el crecimiento y la proliferacion celular. El cambio
del pH intracelular, esta mediado como una respuesta a agentes celulares externos
como los factores de crecimiento, las hormonas, las sales a través de la accion de
intercambios i6nicos de H*y la accion de bombas de Na*. Los procesos celulares fun-
cionan de forma oOptima en un estrecho rango de pH neutral 7.0, en este pH los iones
H* estan en equilibrio a través de la membrana y en el citoplasma celular. Cuando el
pH del medio de cultivo es acido tiene un efecto citotoxico ya que no existe un equilibrio
en la cantidad de H* liberados en el citoplasma producto la acidificacion producida por
los &cidos liberados en los procesos metabdlicos de la célula (69), si el medio externo
es acido no ayuda a amortiguar el pH citoplasmético a través de la actividad de los
transportadores de membrana, de esta forma los procesos celulares se ven impedidos
(70). La acidificacién del medio de cultivo segun el indicador de pH solo se evidencio
en las muestras que contenian PVA después del proceso de descongelamiento, lo que
puede ser ocasionado por una reaccion quimica entre el PVA y iones contenidos en el
medio, ademas de la ausencia de tampones amortiguadores de pH (Imagen 11).
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Imagen 11. Cambio de color dado por el indicador de pH en los medios a. medio
qgue contenia PVA de color amarrillo que indica acidificacion. b. medio de cultivo
solo color rojo que indica que el pH se conserva.

4.2 Medida de los terceros molares y determinacién de fisuras

Las muestras sometidas a las diferentes pruebas fueron muy variables y heterogéneas
en las medidas del &rea bucal, mesial, lingual y distal, esto debido a los factores como:
edad, la genética, la nutricion, los habitos, consumo de medicamentos o patologias
asociadas a los donantes. Ademas, en un proceso de criopreservacion hay unos fac-
tores intrinsecos asociados como: el conocimiento de las propiedades fisicoquimicas
de la célula y/o el tejido, pues este proceso es afectado por diferentes variables como
la permeabilidad celular, el volumen osméticamente inactivo y la relacion superfi-
cie/area de la célula, la cual es variable de acuerdo a la especie, tipo y estadio de la
muestra a congelar (71). Para el andlisis de resultados se cambié el nombre de cada
tratamiento (variable cualitativa nominal), y se le dio un valor numérico en orden segun
cada tratamiento como se muestra en la (Tabla 6).

Tabla 6. Denominacidén numérica de cada tratamiento evaluado

Denominacién Tratamiento
1 Molar Seco control tiempo 0
2 Molar recién extraido control tiempo O
3 Sin criopreservante 15 dias
4 Sin criopreservante 30 dias
5 Medio de cultivo a-MEM 15 dias
6 Medio de cultivo a-MEM 30 dias
7 DMSO 10% V/V+ medio de cultivo 15 dias
8 DMSO 10% V/V+ medio de cultivo 30 dias
9 PVA 5% P/V+ medio de cultivo 15 dias
10 PVA 5% P/V+ medio de cultivo 30 dias
11 DMS010% V/V+PVA5% P/V+ medio de cultivo 15 dias
12 DMS010% V/V+PVA5% P/V+ medio de cultivo 30 dias
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La fase mineral del diente contiene varios tipos de minerales fosfato, predominando el
fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)], otros fosfatos de calcio
y magnesio fosfatos estos pueden o no estar en asociacion con la apatita. En el es-
malte y la dentina predominan cristales de hidroxiapatita. El esmalte est4 conformado
por una matriz inorganica (96 %w/w) y constituyentes organicos (proteinas y lipidos) y
4% de agua, en el esmalte la hidroxiapatita tiene una estructura hexagonal (referen-
cias). La dentina madura est4 compuesta por 70% de minerales, 20 % w/w de matriz
inorganica y 10 % w/w de agua, los cristales de hidroxiapatita en la dentina estan dis-
puestos en forma de placas planas con aproximadamente 60-70 nm de largo, 20-30
nm de ancho y 3-4 nm de grosor. Las temperaturas de ultra congelacién con nitrégeno
liquido (-195 °C) empleadas en los procesos de criopreservacion, pueden generar fi-
suras por fatiga térmica y alterar la configuracién de la hidroxiapatita en la dentina y el
esmalte, por esta razon es importante que el agente criopreservante empleado dismi-
nuya los efectos negativos y proteja la pieza dental de fracturas (71)(72). Sin embargo,
el proceso de exodoncia puede generar fisuras, por eso determinaron cuantas fisuras
tenia el diente antes del proceso y cuantas se generaron Unicamente en la criopreser-
vacién a partir de ensayos de estereoscopia, para establecer cuan efectivos son los
tratamientos evaluados en este trabajo. Los dientes almacenados sin medio sufrieron
menor nimero de fracturas después de 30 dias de criopreservacion, seguido de los
molares con DMSO, DMSO con PVA 'y PVA, por la distribucion de las barras y con una
confianza del 95% se puede concluir que las medias del tratamiento (DMSO,
DMSO+PVA y PVA) no presentan diferencias estadisticamente significativas (Figura
1). Sin embargo, los molares almacenados con PVA, presentan el menor numero de
fisuras, lo que podria indicar el que PVA esta disminuyendo la fatiga térmica en los
molares, ya que al congelar el PVA forma un hidrogel alrededor de las piezas dentales,
lo que va a proteger la estructura mineral del esmalte y la dentina, y va a disminuir las
pérdidas de agua al interior de estas (73).
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Interval Plot of Niumero fisuras totales vs Tratamiento
95% C| for the Mean

MNumero fisuras totales

1 2 3 4 5 6 7 Y a 10 1 12
Tratamiento

The pooled standard deviation is used to calculate the intervals,

Figura 1. Numero de fisuras después del proceso de criopreservacion con cada trata-

miento evaluado

Las pruebas mecanicas realizadas muestran que a pesar de que las piezas dentales
gue contenian DMSO por 15 dias fueron las que presentaron mayor modulo de elasti-
cidad y soportaron mayores cargas de compresion y deformacién entre todos los gru-
pos, fueron las que presentaron la mayor variabilidad de todos los tratamientos, con
una desviacion estandar mas alta comparada con las demas (Figura 2). El médulo de
Young del PVA fue mas bajo respecto al DMSO por el efecto que gener6 el pH acido
en la estructura del diente, produciendo un grabado acido que genera desmineraliza-
cion de la dentina y el esmalte produciendo una estructura porosa o microretenciones,
gue le quitan resistencia mecénica y hacen que la pieza sea mas fragil a la hora de
aplicar soportar una fuerza. Adicionalmente, a pesar de que el uso de solventes en el
procesamiento del PVA como el DMSO, proporciona buena elasticidad (34), este com-
plejo también se vio afectado de alguna manera por el PVA, aunque presenté mayor
rigidez que el tratamiento de medio con PVA a los 15 dias.
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Interval Plot of Modulo elasticidad (MPa); Resistencia a la compres
95% Cl for the Mean
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Figura 2. Comparacion del médulo de elasticidad y Resistencia a la compresién.Las
barras representan la media y de dispersion de las tres réplicas de cada tratamiento.

4.1.2 Prueba topografica

Los resultados de las pruebas topograficas realizadas a las diferentes piezas dentales
se resumen en la (Tabla 7). En esta, se encuentran los grupos de dientes en sus dife-
rentes tratamientos y el tipo de falla que se identifico (térmica: debida a efectos de la
criopreservacion, inducida: generada por la maguina universal de ensayos y mecanica
antigua: derivada del proceso de masticacion) luego de que se realizaron las pruebas
mecanicas. Adicionalmente, se presenta la cantidad de cada tipo de fractura, obser-
vada tanto en el esmalte como en la dentina en cada muestra estudiada.

Como los ensayos mecanicos se hicieron sobre la corona y la falla mecénica generada
por la maquina universal de ensayos llegaba hasta la dentina, las regiones de interés
fueron la dentina y el esmalte, como parte interna y externa de la seccion estudiada;
ademas, la informacién en ambas regiones era importante, porque mostraba como se
comportaba cada una de estas frente a los ensayos.
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Tabla 7. Resultados de la prueba topografica

Grupo de dientes Tipo de fractura N° de Tipo de N° de
en el esmalte fractu- fractura en fracturas
ras en la dentina en den-
Es- tina
malte
Secos Inducida 1 Inducida 1
Secos Inducida 1 Inducida 2
Inducida 4 Inducida 1
Secos Mecanica 4 Mecénica 2
antigua antigua
» . Inducida 2 Inducida 3
Recién extraido Mecanica 10
antigua
» i Inducida 1 Inducida 4
Recién extraido —
- Mecanica 2
antigua
y i Mecanica 1 Inducida 2
Recién extraido antigua
- - Mecanica 2
antigua
Inducida 2 Inducida 2
Sin medio de - - Mecanica 1
transporte 15 dias antigua
Sin medio de Mecanica 3 Inducida 1
transporte 15 dias antigua
Sin medio de Inducida 4 Inducida 1
transporte 15 dias Térmica 1 Térmica 1
Sin medio de - - Inducida 6
transporte 30 dias
Sin medio de Inducida 1 Inducida 4
transporte 30 dias Mecanica 1 - -
antigua
Sin medio de Térmica 2 Inducida 7
transporte 30 dias - - Térmica 1
En medio 15 dias Inducida 4 Inducida 7
Mecanica antigua 1 - -
En medio 15 dias Mecéanica 4 Inducida 1
antigua
En medio 15 dias Mecanica 3 Inducida 6
_ ] antigua
En medio 30 dias Mecanica 1 Inducida 5
antigua
- - Térmica 1
En medio 30 dias Mecanica antigua 2 Inducida 1
En medio 30 dias Inducida 11 Inducida 1
- - Térmica 1
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Medio + DMSO 15 - - Inducida 2
dias
Medio +DMSO 15 Inducida 8 Inducida 1
dias
Medio +DMSO 15 - - Inducida 2
dias
Medio + DMSO 30 - - Inducida 1
dias
Medio +DMSO 30 Inducida 6 Inducida 1
dias
Medio + DMSO 30 Inducida 1 Inducida 2
dias
Medio + PVA 15 Inducida 1 Inducida 2
dias Térmica 1 Inducida 1
Medio + PVA 15 inducida 7 Inducida 2
dias Térmica 1 - -
Medio + PVA 15 Inducida 1 Inducida 1
dias Mecénica 3 - -
_ antigua
Medio + PVA 30 Inducida 2 Inducida 3
dias
Mecéanica 1 - -
antigua
) - - Inducida 1
Medio + PVA 30 . .
dias - - inducida 1
] Inducida 2 Inducida
Medio + PVA 30
dias
Medio + PVA + Inducida 4 Inducida 1
DMSO
15 dias
Medio + PVA + Inducida 5 Inducida 1
DMSO
15 dias
Medio + PVA + Inducida 1 Inducida 1
DMSO
15 dias
Medio + PVA + Inducida 2 Inducida 2
DMSO 30 dias
Medio + PVA + Inducida 3 Inducida 1
DMSO 30 dias Mecanica 6
' antigua
Medio + PVA + Inducida 2 Inducida 5
DMSO 30 dias

En las imagenes adquiridas por SEM (microscopia electronica de barrido) se lograron
diferenciar cuatro patrones de fallas, que se pueden apreciar en las imagenes mostra-
das desde la Imagen 12 hasta la Imagen 19.

Enla (Imagen 12), se muestra una micrografia en la que se observa un patrén continuo
de falla, tanto en el esmalte como en la dentina, que se propaga de manera regular a
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lo largo de la seccién de la muestra. Este tipo de patrones, se asocian con fallas me-
cénicas inducidas al diente recién extraido, generadas por una carga y se visualizan
como fracturas Unicas y dominantes (59)

20k X200 100pm . UdeA X80  200um

Imagen 12. Falla inducida en esmalte. Falla inducida en dentina

A diferencia del patrén que se forma en la falla inducida, en la térmica se pueden apre-
ciar variaciones en el nivel del tejido alrededor de una region en los dientes fueron

almacenados sin criopreservante, causada por las dilataciones térmicas debidas al in-
greso de agua al tejido como lo muestra la (Imagen 13).

20kV X200 100um Xe0  200pm

Imagen 13. Falla térmica en esmalte. Falla térmica en dentina (trata-
miento diente recién extraido).
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Los grupos que contenian DMSO y su mezcla con PVA, no presentaron fallas de tipo
térmico, ya que los agentes protegieron la integridad mineral, demostrando su accion
en la criopreservacion de las piezas dentales. A pesar de esto, el grupo con PVA si,
presento fallas térmicas en el esmalte, no logrando proteger completamente todos los
molares, debido posiblemente al medio acido que se observé cuando estos dientes se
descongelaron, lo que alterd la estructura del diente y la composicion celular. Por otra
parte, en otras imagenes (Imagen 14) se observaron pequefias grietas, poco profun-
das, que estaban en diferentes direcciones y regiones del diente, que no correspon-
dian a los patrones observados en las fallas anteriores, lograndose apreciar una clara
diferenciacion entre estos perfiles y los otros, por lo que se asocian a fisuras que se
generaron por las fuerzas ocasionadas en la masticacién y correspondian a fallas me-
cénicas antiguas, con aspecto de surcos, sin ramificaciones (74).

| 420008 X60 #200um . Udet
Imagen 14. Falla mecanica antigua en esmalte (tratamiento
diente seco)

Sin embargo, se logr6 apreciar un patrén adicional de falla que no se habia conside-
rado previamente, en el que se observa un desgaste en la superficie, similar al patrén
de “panal de abeja” (diente desmineralizado por abrasion del acido en las muestras
gue PVA) reportado en la literatura (62) (Imagen 15).
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Imagen 15. Diente sano. Esmalte desmineralizado.Patrén “panal de abeja”
(tratamiento medio+ PVA).

En los resultados de la prueba topogréfica los dientes que pertenecian al tratamiento
con DMSO, no mostraron dafios ni en el esmalte, ni en la dentina, producidos por la
desmineralizacion de la pieza dental a causa de &cidos, como ocurrié con el PVA (Ima-
gen 16)
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Imagen 16. Diente sin patron “panal de abeja” (tratamiento DMSO)

A pesar de esto, los molares que pertenecian al grupo de tratamiento PVA y PVA+
DMSO (Imagen 17-19) si presentaron el patron de erosion por acidos, pero al parecer
con el paso del tiempo iban mostrando una regeneracion de los pequefios agujeros
gue se habian formado en la lesién superficial.
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Imagen 17. Dientes con tratamiento PVA (15 dias)
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Imagen 18. Dientes con tratamiento PVA (30 dias)
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Imagen 19.Dientes con tratamiento PVA + DMSO (15 dias)
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Los grupos control (secos y recién extraidos) por su parte, solo presentaron fallas me-
canicas antiguas, debido a su funcionalidad dentro del proceso de la masticacién o por
la extraccion, y fallas de tipo inducidas, como resultado de la carga generada en los
ensayos mecanicos. Ademas, un estudio realizado con dientes criopreservados en ni-
trégeno liquido, sin el uso de un agente crioprotector, asocio las grietas encontradas
en el esmalte con los férceps utilizados en su extraccion y se identificaron en la dentina
y cemento grietas no superiores a los 0,8 um, lo que determiné que el proceso de
criopreservacion no genera grietas tan prominentes, en comparacion con el efecto que
producen los instrumentos utilizados en el proceso de extraccion dental (74).

4.1.3 Evaluacion del crecimiento celular en cultivo de monocapa

La literatura reporta que el mayor dafio cuando una célula se congela es la formacién
de cristales de hielo dentro de estas, asi como los esfuerzos mecanicos por la forma-
cion del hielo extracelular. Aunque no se conoce con claridad el mecanismo del dafio
criogénico, estas lesiones ocurren en parte, por la ruptura osmética causada por los
solutos concentrados dentro o fuera de la célula o por la formacién de hielo intracelular
(referencias). En este (ltimo, un grupo de moléculas de agua crecen dentro de estas
y lesionan las membranas celulares, originando patrones conocidos como lesion del
hielo, por tal razén se utilizan los crioprotectores para mitigar estos efectos al evitar la
formacion de hielo intracelular y lisis por estos (75).

Al hacer la prueba de crecimiento celular por el método de explante, no se hayan re-
sultados positivos de crecimiento en las muestras criopreservadas con PVA, este re-
sultado puedo ser causa del cambio de pH en el medio descrito en la seccién 4.1.
Segun el reporte de autores, el pH es un aspecto supremamente importante en el am-
biente intracelular, cambios en el pH ocasionan efectos en los procesos celulares fun-
damentales como: el metabolismo, potencial de membrana, crecimiento y proliferacion
celular. El cambio del pH intracelular, esta mediado como una respuesta a agentes
celular externos como los factores de crecimiento, hormonas, sales a través de la ac-
cion de intercambios iénicos de H*y la accion de bombas de Na*(69). Los procesos
celulares funcionan de forma éptima en un estrecho rango de pH neutral 7.0, en este
pH los iones H* estan en equilibrio a través de la membrana y en el citoplasma celular.
Cuando el pH del medio de cultivo es acido tiene un afecto citotoxico ya que no existe
un equilibrio en la cantidad de H* liberados en el citoplasma producto la acidificacion
producida por los acidos liberados en los procesos metabdlicos de la célula, si el medio
externo es acido no ayuda a amortiguar el pH citoplasmatico a través de la actividad
de los transportadores de membrana, de esta forma los procesos celulares se ven
impedidos (70). La acidificacion del medio de cultivo segun el indicador de pH solo se
evidencio en las muestras que contenian PVA lo que puede ser ocasionado por una
reaccion quimica entre el PVA y iones contenidos en el medio. Por su parte, también
se encontré que la capacidad de una solucion tampo6n depende tanto de la concentra-
cion como del pH, de modo que la capacidad de esta no se puede predecir facilmente
para una solucién compleja que contiene multiples especies de tampdn (65), como era
la del caso del medio de cultivo de PVA, que contenia Hepes y Bicarbonato de Sodio.
Adicionalmente, se ha estudiado el efecto del Hepes en los cultivos celulares y se ha
descubierto que esta soluciéon es fotosensible y puede generar interacciones que re-
sultan en la produccién de peréxido de hidrogeno y en componentes citotdxicos (8),

siendo esto un posible causal de los efectos adversos en la viabilidad celular (76).
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En los medios de cultivo con DMSO con molares criopreservados durante 30 dias, se
evidencio crecimiento en monocapa de células con morfologia de fibroblastos que se
observan adheridas a la superficie del plato de cultivo y que presentan crecimiento en
el tiempo evidenciandose una confluencia del 90% después de ocho dias de cultivo
(imagen 20), por lo que se establece que el cultivo se adhiere y prolifera de forma in
vitro. EI DMSO es un criopreservante ampliamente empleado para preserva células o
tejidos, dado a que es una sustancia de bajo peso molecular que pueden pasar a tra-
vés de la membrana celular, remplazando el volumen de agua intracelular evitando los
dafos producidos por la formacién de cristales de hielo y, a su vez, manteniendo el
volumen celular impidiendo el colapso celular por excesiva deshidratacion (77)(67).
Ademads, en los tratamientos con DMSO, no se evidencié cambio del pH del medio de
cultivo, lo que permitio conservar la integridad y viabilidad de las células del interior de
los molares.

Imagen 20. Morfologia celular y crecimiento en monocapa de los molares criopreservados
con DMSO (30 dias)

5. CONCLUSIONES

Las piezas dentales que no se congelaron con agentes crioprotectores, presentaron
ademas de las fallas inducidas y mecéanicas antiguas, fallas térmicas, debido al efecto
gue tiene el proceso de criopreservacion sobre la estructura mineral de diente y la
dentina. Adema4s, se encontrd, que los grupos de dientes que se sumergieron en so-
luciones que contenian DMSO no presentaron deterioro en la superficie de la pieza
dental en consecuencia de la baja temperatura del nitrégeno liquido, logrando actuar
como agentes que protegian la integridad de la dentina y el esmalte en los terceros
molares. los grupos que contenian PVA presentaron un patron de deterioro (patron de
panal de abeja) causado por el acido generado en el medio de cultivo, ocasionando
desmineralizacién y grabado acido, provocando la afectacién en la estructura dentaria
durante el proceso de criopreservacion

El PVA ha sido reportado en la literatura como una alternativa al uso de agentes de
criopreservacion porque ademas de crear una matriz polimérica que protege al diente
de la deshidratacién, es biocompatible y puede preservar la integridad biolégica de
estos. Sin embargo, el efecto del pH acido encontrado en estos tratamientos producto
de la reaccion con el medio de cultivo DMSO afecto las estructuras de los dientes e
intervino en las propiedades mecanicas al gengrar desmineralizacion y generar lo que



reportamos como efecto panal de abeja en las piezas dentarias. Por este motivo, no
es preciso determinar el efecto directo del PVA en las propiedades mecanicas del
diente.

En los resultados biolégicos, no fue posible establecer un cultivo in vitro de células
provenientes de los molares criopreservados en PVA, este resultado se asocia con el
pH &cido del medio, que causo una alteracion de las funciones e integridad bioldgica
de estas muestras.

6. RECOMENDACIONES

Para mejores resultados en la implementacion de un protocolo de criopreservacion de
terceros molares, se sugiere tener mas control en los parametros de entrecruzamiento
fisico por congelamiento/descongelamiento para las muestras que emplean PVA, ade-
mas se sugiere realizar pruebas con diferentes concentraciones de PVA vy diferentes
pesos moleculares.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, la reaccion entre el PVA y el medio de
cultivo a-MEM, provocé una acidificacion que causo alteraciones en la estructura mi-
neral, asi como en la integridad biologica de las piezas dentales, por esta razén se
recomienda tener estricto control de las condiciones de pH a partir del establecimiento
de soluciones buffer, que permitan amortigua el pH de la mezcla y preservarlo estable
aun al ser sometido a las bajas temperaturas del nitrdgeno liquido.

Para tener mayor certeza sobre la viabilidad celular después de los procesos de
criopreservacion, se recomienda en proximos trabajos realizar ensayos biolégicos mas
exhaustivos, para la determinacién del efecto citotéxico, como reduccion metabélica
del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) o inmunohistoqui-
mica con marcadores celulares especificos que permitan caracterizar los linajes celu-
lares obtenidos de las piezas dentales y establecer si son Células Madre y su capaci-
dad de diferenciacion, esto con el fin de enfocar el trabajo hacia los objetivos propues-
tos desde la odontologia regenerativa.
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE PREPARACION DEL PBS

MATERIALES Y EQUIPOS

No. Equipos No. Materiales
1 | Balanza analifica T Agitador Magnético agita-
cion
1 | Plancha térmica con agitacion 1 Balon volumétrico T000 mL
1 | pH—mefro T Autoclave
REACTIVOS
Reactivo Cantidad | Peso mole-| Grado de hi- | Marca
cular drélisis
Agua Destilada 1000 mL
Solucion de calibra-
cion de NaCl 1IN
Solucién de calibra-
cién de HCI 1IN
0.2g
KCI
0.2g
KH2POq4
89
NaCl
1.22¢9
NaHPO,
PROCEDIMIENTO
1. Pesar en una balanza analitica:
¢ 0.2 g KCI
0.2 g KH>PO4
¢ 8 g NaCl
¢ 1.22 g de NaHPO,
2. Llevar las cantidades pesadas al balén de 1000 mL y agregar agua desti-
lada hasta ajustar el volumen sefialado.
3. Agitar la solucién anterior, sin calor, hasta que los solutos se disuelvan en
su totalidad (aproximadamente 20 minutos).
4, Ajustar el pH a 7.2 agregando lentamente gotas de NaOH o HCI segln sea
el caso.
5. Envasar en un frasco limpio
6. Esterilizar a 121 °C por 30 minutos.
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ANEXO 2. PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

MATERIALES Y EQUIPOS

No. Equipos No. Equipos
1 | Balanza analitica 1 Varilla para agitacion
1 | Balbn volumétrico 1 Filtro 0,22 pm
1 | pH-metro 1 Frascos Falcon de 50 mL
1 | Pesa sustancias
1 | Nevera
REACTIVOS
Reactivo Cantidad | Peso molecular G_rado de hidrdli- Marca
sis
Agua Mili Q 900 mL
Bicarbonato  de 29
Sodio
Solucion de
calibracion (HCI -
NaoH)
Medio de cultivoen| 10,17 g
polvo a MEM
PROCEDIMIENTO
1. Medir 900 mL de agua mili Q tipo Il a temperatura entre 15y 20 °C.
2. Pesar el medio de cultivo en polvo en la balanza analitica.
3. Adicionar 10,17 gramos de a MEM liofilizado al agua mili Q.
4, Enjuagar y sacar el pesa sustancias con una pequefia cantidad de agua

para remover las trazas del medio en polvo y afiadir a la solucién.

5. Adicionar los 2 g de bicarbonato de sodio a la mezcla y llevar al agitador
magnético hasta obtener una solucién homogénea.

6. Adicionar el agua miliQ restante hasta obtener el volumen final de 1 litro y
mezclar.
7. Ajustar el pH entre 6,9 y 7,1 utilizando HCI 1N o NaOH 1N (sigma sugiere

ajustar el pH del medio de 0,1 a 0,3 unidades de pH por debajo del deseado, debido a
gue este puede aumentar durante la filtracion.).

8. Realizar filtracion de medio utilizando membrana con porosidad de 0,22
pum
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9. Dispensar de manera aséptica en frascos de 50 mL, sellarlos con papel
parafinado y marcarlos con: fecha, contenido, pH, nimero de alicuota/niimero total de
alicuotas y quien preparo, para almacenarlo en la nevera.

ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES DE INVES-
TIGACION

El propésito de este consentimiento es proveer a los participantes en esta investiga-
cion una clara explicacion de la naturaleza de la misma, asi como de su rol en ella

como participantes.

La presente investigacion es conducida por Carlos Andrés Fernandez Herrera de la
Universidad CES. El objetivo de este estudio es CRIOPRESERVACION DENTAL Y
SUS EFECTOS SOBRE LA VIABILIDAD DE PDLC

Procedimientos:

La participacion en este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se
recoja sera confidencial y no se usara para ningun otro proposito fuera de los de esta

investigacion.

Riesgos y molestias: Los riesgos del procedimiento son minimos y son aquellos aso-

ciados al procedimiento terapéutico.

Las muestras dentales tomadas durante el examen clinico seran procesadas y utiliza-
das Unicamente con el objetivo de la investigacion y al terminar el proceso de andlisis

y procesado seran destruidas.

Costo: Nada de los procesos o procedimientos realizados para la toma de la muestra
le significaran costo alguno. Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer
preguntas en cualquier momento durante su participacién en él. Igualmente, puede
retirarse del proyecto en cualquier momento sin que eso lo perjudique en ninguna
forma. Si alguna de las preguntas durante la entrevista le parece incomodas, tiene

usted el derecho de hacérselo saber al investigador o de no responderlas.

Desde ya le agradecemos su participacion.
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Acepto participar voluntariamente en esta investigacion, conducida por
_.Hesido informado (a) de gue la meta  de este estudio

es

Me han indicado también que tendré que responder una historia clinica odontolégica,

lo cual tomara aproximadamente minutos.

Me han informado que donaré mis dientes (terceros molares) para ser procesadas y
almacenadas para determinar como es el comportamiento de las células de mis dien-

tes a diferentes formas de preservacion mediante técnicas de congelacion.

Reconozco que la informacion que yo provea en el curso de esta investigacion es es-
trictamente confidencial y no sera usada para ningun otro propésito fuera de los de
este estudio sin mi consentimiento. He sido informado de que puedo hacer preguntas
sobre el proyecto en cualquier momento y que puedo retirarme del mismo cuando asi
lo decida, sin que esto acarree perjuicio alguno para mi persona. De tener preguntas
sobre mi participacion en este estudio, puedo contactar a Carlos Andrés Fernandez al
teléfono 3014821096 o Luis Carlos Vesga al celular 3116094188.

Entiendo que una copia de esta ficha de consentimiento me sera entregada, y que
puedo pedir informacién sobre los resultados de este estudio cuando éste haya con-
cluido. Para esto, puedo contactar a Carlos Andrés Ferndndez o Luis Carlos Vesga a

los teléfonos anteriormente mencionados.
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