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Resumen

Objetivo: Determinar la efectividad de un injerto basa-
do en el cocultivo de fibroblastos gingivales y queratinocitos
en membrana de coldgeno comercial Mem-Lok® (BioHori-
zons, Alabama, Estados Unidos) en el tratamiento de recesio-
nes gingivales.

Materiales y métodos: Esta investigacion fue des-
criptiva y de disefio experimental. La muestra se conformé
de 10 ratas Sprague Dawley a las que se indujeron recesiones
gingivales. A 8 de ellas se les aplico el injerto, y las 2 restantes
no recibieron tratamiento.

Resultados: El analisis descriptivo de los resultados de-

terminé la posibilidad de obtener un cocultivo celular. Luego
de la aplicacion del injerto, las caracteristicas clinicas perio-
dontales indicaron salud, consistencia firme, textura a manera
de puntillado, contorno festoneado, biotipo grueso, sondaje
periodontal de 1 mm, y la posicién de la encia a nivel del
limite amelocementario.

Conclusiones: El injerto aplicado logr6 una cobertura
radicular del 100% en todos los casos. No se observé sangra-
do ni contraccién cicatrizal.

Palabras clave: Fibroblastos, mallas de colageno, que-
ratinocitos, recesion gingival.

Abstract

Aim: To determine the effectiveness of a graft based on
co-cultivation of gingival fibroblast and keratinocytes in com-
mercial collagen membrane Mem-Lok® (BioHorizons, Ala-
bama, USA) in the treatment of gingival recessions.

Materials and methods: This research was descriptive
and experimental in design. The sample was composed of 10
Sprague Dawley rats which were induced gingival recession;
two of them were not treated and the graft was applied in eight
of them.

Results: A descriptive analysis of the results was per-
formed, which showed that it was possible to obtain a cell
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co-culture. After the application of the graft, clinical perio-
dontal characteristics were observed that indicated health:
the consistency was firm, the texture resembled dots, sca-
lloped and knife edge margin, a thick biotype and the depth of
gingival sulcus was 1 mm.

Conclusions: The applied graft achieved a 100% radi-
cular coverage in all cases and no bleeding or scar contrac-
tion was observed.

Key words: Collagen membrane, fibroblast, gingival re-
cession, keratinocytes.
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Introduccién

En ocasiones, el periodonto de insercion del dien-
te es dificil de localizar debido a las recesiones gin-
givales, las cuales se presentan como un trastorno de
instalacién lenta, progresiva y destructiva, en el que
la encia de uno o varios dientes se desplaza apical
a la unién cemento-esmalte, exponiendo la superfi-
cie radicular al medio bucal, lo que hace necesaria
la intervencion a fin de mejorar la salud periodontal
del paciente y evitar las consecuencias negativas que
ésta conlleva.'?

Se han descrito diversos procedimientos quirurgi-
cos, como el tratamiento de las superficies radicula-
res expuestas y la ganancia de encia queratinizada.''?
Sin embargo, a pesar de los importantes avances en
el drea, ain son necesarios el desarrollo y la imple-
mentacion de nuevas técnicas y procedimientos que
permitan dar soluciones bioldgicas, estéticamente
optimas y accesibles a los pacientes.

Los fibroblastos han sido ampliamente utilizados
para la reposicion de los tejidos periodontales alte-
rados y en casos de retracciéon posquirirgica de la
encia, con resultados prometedores en cuanto a la
regeneracion de heridas.'*'® Por su parte, los querati-
nocitos constituyen el tipo celular principal del epite-
lio gingival, cuya funcién primordial es proteger las
estructuras profundas y permitir un intercambio se-
lectivo con el medio bucal, lo cual se logra mediante
la proliferacién y la diferenciacién de los queratino-
Cit05.14’15’17

El objetivo de la presente investigacion fue desa-
rrollar un injerto basado en el cocultivo de fibroblastos
gingivales y queratinocitos sembrados en membrana
de colageno comercial, a fin de determinar su efectivi-
dad en el tratamiento de recesiones gingivales.

El estudio fue realizado en animales de experi-
mentacion para garantizar la seguridad del biomate-
rial desarrollado, respetando los requerimientos de
investigacién de un nuevo material, que implican
probar su inocuidad antes de aplicarlo en seres hu-
manos.

Materiales y métodos

La presente investigacion es de tipo descriptiva,
ya que buscé especificar las propiedades, las carac-
teristicas y los rasgos relevantes en cuanto a la apli-
cacién y el comportamiento del injerto desarrollado
como tratamiento de las recesiones gingivales. Tam-
bién es de disefio experimental, ya que se intervino
en la variable tratamiento al trabajar con un grupo
control (C) en el que sélo se indujo la recesién gin-
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gival, y un grupo experimental (E) en el cual se eva-
lué el injerto basado en el cocultivo de fibroblastos y
queratinocitos en membrana de coldgeno comercial
Men-Lok® (BioHorizons, Alabama, Estados Uni-
dos) como tratamiento de las recesiones gingivales.
De igual forma, es un estudio longitudinal, ya que
durante la experimentacion se realiz6 mds de un mo-
nitoreo de los animales (antes, durante y luego de la
cirugia), a fin de evaluar los cambios en el tiempo.

La muestra estuvo conformada por 10 ratas ma-
chos adultas de la cepa Sprague Dawley, con un
peso promedio de 250 g cada una, provenientes del
Bioterio de la Universidad de Los Andes, donde se
establecié que cada animal fuera anestesiado con ke-
tamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal.

Procedimiento para la obtencion del cocultivo
celular. Con la aprobacién del Comité de Bioética
del Bioterio Central de La Universidad de Los An-
des, se procedi6 con la experimentacion. Siguien-
do el protocolo de Padrén et al.,'® se tomaron las
muestras para el cocultivo celular. Previamente a la
limpieza de la zona con clorhexidina, la muestra de
tejido se obtuvo de la papila gingival correspondien-
te a cada uno de los incisivos centrales derechos de
4 ratas Sprague Dawley, bajo anestesia infiltrativa y
supraperiostica. Los fragmentos se almacenaron en
dos tubos Eppendorf que contenian medio Eagle mo-
dificado por Dulbecco completo (D-MEM) (D 5546
Sigma-Aldrich). Las muestras fueron transportadas
bajo refrigeracién al Instituto de Inmunologia Clini-
ca (IDIC) de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Los Andes, a fin de proceder con las fases
del cultivo celular, realizando primero la separacién
del tejido epitelial del conectivo bajo campana y con
ayuda de un bisturi. Las muestras de tejido conectivo
y las de tejido epitelial se manejaron por separado.
Todas las muestras fueron resuspendidas en medio
D-MEM suplementado con suero bovino fetal (SBF)
(Sigma-Aldrich) al 10% para los queratinocitos y al
20% para los fibroblastos. La suspensién celular co-
rrespondiente a fibroblastos gingivales fue sometida
a separacion por gradiente de densidad con Fico-
lI-Hypaque densidad 1077 (Sigma-Aldrich), con el
objetivo de eliminar las células mononucleares pre-
sentes en el tejido. Posteriormente a la centrifugacién
a 400 g (gravedad) durante 30 minutos, se obtuvo el
botén celular ubicado en el fondo del tubo, se lo lavd
tres veces y se sembr6 en medio D-MEM completo.
El recambio del medio se realiz6 2 veces por semana.
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Los fibroblastos y los queratinocitos cultivados
fueron sembrados e incubados durante 4 semanas en
atmosfera humeda, a 35 °C y 5% de CO,. Para de-
terminar la viabilidad de la célula, se tomaron 2 pl
de medio suplementado (el cual debia contener las
células) y se afiadieron 198 pl de azul trypan al 0,4%.
Se coloco en cdmara de Newbauer y se observo en el
microscopio 6ptico (MO); el fenotipo de fibroblastos
se estudi6 mediante citometria e inmunofluorescen-
cia directa con el marcador especifico de fibroblastos
anticuerpo ER-TR7 sc-73355 PE (Santa Cruz Bio-
tecnology, CA, Estados Unidos). En la cuarta sema-
na, los fibroblastos fueron sembrados en un fragmen-
to de 2 x 1,5 cm de malla de coldgeno comercial de
uso odontoldgico (Men-Lok®; BioHorizons, Alaba-
ma, Estados Unidos). La siembra de los queratinoci-
tos sobre la membrana de coldgeno se realizé en la
sexta semana de cultivo celular. Se esper6 2 semanas
para proceder a la fase quirtrgica de la investigacion,
tomando la mayor parte de tejido obtenido para ser
injertado.

Evaluacién clinica inicial e induccién de rece-
siones gingivales. En la primera semana se pesaron y
se anestesiaron los animales. Logrado el efecto anes-
tésico, se realiz6 el primer examen clinico, tras el que
se registraron las caracteristicas periodontales inicia-
les de ambos grupos. Posteriormente, se aplic6 anes-
tesia local con lidocaina al 2% en la superficie gin-
gival de la zona anterosuperior derecha en todos los
animales. Después, con una hoja de bisturi n° 15, se
realiz6 una incisién intracrevicular, a fin de levantar
un colgajo en el diente por tratar y exponer la tabla
vestibular alveolar. Con una fresa troncocénica, em-
pleada a baja velocidad, se efectu6 una dehiscencia
6sea y se reposicion el colgajo con puntos de sutura
con seda negra 4.0. Luego se procedio a lavar con
solucion fisiolégica, y se limpi6 el drea con una gasa
seca. Los animales fueron dispuestos en sus jaulas,
con agua y alimento ad libitum para su recuperacion.

Al trascurrir 8 dias, fueron anestesiados, se reti-
raron los puntos de sutura y se examind la cicatriza-
cion. Se esper6 durante 2 semanas a fin de continuar
con la siguiente fase de la experimentacion tras la
completa cicatrizacion periodontal.

En la tercera semana, previamente anestesiados
los animales, se realizo un segundo examen clinico
haciendo énfasis en las recesiones gingivales, las
cuales se clasificaron segin Miller.

Procedimiento quirdrgico para la aplicacion
del injerto gingival. En la misma semana, a los ani-
males del grupo E se les aplicé anestesia local con li-
docaina al 2% en la superficie gingival de la recesién
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gingival, y se levant6 un colgajo a fin de colocar los
fragmentos correspondientes al andlogo de mucosa
sobre la porcién radicular expuesta. El colgajo pre-
viamente levantado se reposiciond coronalmente y se
mantuvo en su lugar mediante puntos de sutura no
reabsorbibles (seda negra 4.0). Luego, los animales
fueron colocados en sus jaulas con agua y alimento
ad libitum para su recuperacion. A cada animal ope-
rado se le indic6 Meloxican® por via subcutanea.
Tras 8 dias, los animales fueron nuevamente aneste-
siados, se retiraron los puntos de sutura y se examin6
la cicatrizacion, asi como las caracteristicas clinicas
periodontales (fig. 1).

Evaluaciones clinicas del injerto gingival. El
injerto gingival fue evaluado mediante el mismo
procedimiento durante las semanas primera, terce-
ra, cuarta y quinta posteriores a la aplicacion, de la
siguiente manera: los animales que constituyen el
grupo E fueron anestesiados; en todos los casos se
observaron el color, la consistencia, el contorno, la
textura, el grosor y la posicion de la encia; los datos
obtenidos fueron registrados, y se tomaron fotogra-
fias. En la quinta semana posterior al injerto se indu-
jo la muerte de los animales con sobredosis de Tio-
pental® y se les tomd una biopsia para su respectivo
analisis histopatolégico.

Resultados

Durante las dos primeras semanas de cultivo,
se observaron células con morfologia muy variada,
adheridas al fondo de la placa de manera aislada. A
partir de la tercera semana, se hallé una proliferacion
celular mas uniforme, un aumento de la densidad y
la maduracion de ambos tipos celulares agrupados
en colonias. En las semanas cuarta y quinta se vio
mayor confluencia celular en ambos tipos; los fibro-
blastos conformaron una clara y distinguida trama de
células fusiformes con largas prolongaciones, y los
queratinocitos también se encontraron confluentes,
con conexiones intracelulares.

Durante la sexta semana se alcanz6 una confluen-
cia celular del 80%. Las células habian formado mo-
nocapa con disposicion ordenada y se diferenciaba
claramente la morfologia fusiforme, alargada y de
nticleo redondeado en posicion central, caracteristica
de los fibroblastos gingivales. Los queratinocitos se
observaron como células irregularmente poliédricas
con nucleo central y citoplasma de aspecto hialino.

Basandose en los principios y las técnicas de in-
genieria tisular y haciendo uso de una membrana de
coldgeno Mem-Lok® (BioHorizons), fue posible ob-
tener un cocultivo celular utilizando dicha membrana
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Figura 1. Colocacion del injerto gingival. A: Aplicacién de anestesia local con lidocaina al 2%. B: Levantamiento del colgajo.
C: Insercién del analogo de encia sobre la superficie radicular expuesta. D: Fijacidon con puntos de sutura.

como andamio (scdffold) en un lapso de 4 semanas
en medio de cultivo. Durante la séptima y la octa-
va semanas de cultivo celular, se observaron con el
microscopio 6ptico elementos celulares en estrecho
contacto con la membrana, lo cual indicé que la
adhesion celular y la union intercelular se desarrolla-
ron adecuadamente por medio de la membrana.

El injerto fue aplicado en 8 ratas Sprague Dawley.
En todos los casos, se integr6 adecuadamente al sitio
receptor y no manifesté clinicamente ningtin signo
de rechazo. Se evaluaron las caracteristicas clinicas
periodontales iniciales luego de la induccién de re-
cesiones y en las semanas primera, tercera, cuarta y
quinta después de la aplicacién del injerto.

Todos los animales presentaron las siguientes ca-
racteristicas clinicas periodontales iniciales: color de
la encia rosado, consistencia firme, textura puntilla-
da, contorno festoneado, biotipo grueso, posicién de
la encia a nivel del limite amelocementario, ancho
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de encia insertada de 1 mm, sondaje de 1 mm. Esto
indica que se encontraban en estado de salud y nor-
malidad para recibir el injerto desarrollado.

Luego de la induccion de recesiones gingivales,
todos los animales presentaron 1 mm de recesién
gingival de clase I de Miller. Asimismo, su biotipo
periodontal cambié de grueso a delgado, y la textura
se observo lisa en todos los ejemplares biologicos. El
sondaje periodontal fue de 0,5 mm. El resto de las ca-
racteristicas periodontales no sufrieron alteraciones
con respecto a la evaluacion inicial.

En la primera semana posterior a la aplicacion del
injerto se evidenciaron eritema e inflamacion en la
zona injertada. Sin embargo, a partir de la segunda
semana se registré un aumento del biotipo periodon-
tal, que pas6 de delgado a grueso. La cobertura radi-
cular también fue notoria, ya que la encia en todos
los casos se ubicé nuevamente a nivel del limite ame-
locementario. Cabe destacar que la zona injertada se
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observo ligeramente mas blanquecina que el tejido
circundante, lo cual indica la presencia de queratina
en el epitelio desarrollado.

En las semanas cuarta y quinta posinjerto, las
caracteristicas clinicas periodontales que indican
normalidad y salud se encontraron absolutamente
manifestadas en todos los animales injertados. La
consistencia fue firme, la textura se presenté a modo
de puntillado, el contorno festoneado, el biotipo
grueso en todos los casos, el sondaje periodontal fue
de 1 mm, y la posicion de la encia se mantuvo a nivel
del limite amelocementario, todo lo cual revela que
el injerto aplicado logré una cobertura radicular del
100%, y no se observo sangrado ni contraccion cica-
trizal (fig. 2).

Con respecto a la evaluacion histoldgica del in-
jerto gingival, la tincién con hematoxilina-eosina de-
mostro una mucosa con tejido conectivo semidenso y
tejido epitelial queratinizado correctamente posicio-
nados e integrados con el tejido circundante. Asimis-
mo, el injerto mantuvo caracteristicas histolégicas
similares a las de la muestra control (fig. 3).

No se evidenciaron infiltrado inflamatorio ni cé-
lulas gigantes, por lo cual se descarta la posibilidad
de rechazo. Ademas, tanto los fibroblastos como los
queratinocitos presentaron caracteristicas funciona-
les, estructurales y morfolégicas semejantes a las de
la mucosa intacta.

Se observo un epitelio plano estratificado que-
ratinizado, facilmente distinguible en cada una de
sus capas. La membrana basal también se observo
de manera integra en todos los casos. El tejido co-
nectivo presenté material eosinofilico y abundan-
tes vasos sanguineos, lo cual evidencia procesos
de angiogénesis y neovasculacién en el tejido de-
sarrollado.

En todas muestras analizadas, se registraron ele-
mentos de conexion entre el tejido conectivo y la pie-
za dental, lo cual es signo de reestructuracion de la
adherencia epitelial.

En algunos casos, se observaron perlas corneas;
esto pone de manifiesto que los queratinocitos se en-
contraban ejerciendo su papel como elementos celu-
lares responsables de la formacion de queratina.

Figura 2. Registro fotografico del modelo animal. A: Estado inicial. B: Estado posterior a la induccidn de recesiones gingivales.
C: Posinjerto, primera semana. D: Posinjerto, tercera semana. E: Posinjerto, cuarta semana. F: Posinjerto, quinta semana.
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Figura 3. P/H por desmineralizacion de un diente con su pe-
riodonto de proteccion (C: cemento dental; CF: tejido conec-
tivo fibroso de la mucosa bucal; CO: cresta dsea alveolar; D:
dentina; E: tejido epitelial de la mucosa bucal).

Discusion

La posibilidad de generar nuevos 6rganos no esta
en duda. Una de las mas comunes aplicaciones de
estas novedosas técnicas se da en el campo de la der-
matologia. En esos casos, el cultivo celular autélogo
con el uso de acarreadores, membranas y matrices
ha incrementado el prondstico favorable de lesiones
con grandes exposiciones de tejido de granulacién
en heridas dermatologicas, acelerando, obteniendo
y favoreciendo la regeneracion del tejido dafiado en
lugar de aguardar la cicatrizacion. Tal es el caso de la
investigacion realizada por Arango et al.,'” en la cual
se cultivaron fibroblastos y queratinocitos a fin de
obtener un equivalente cutdneo. Al igual que en este
estudio, los investigadores lograron semejar y mante-
ner las caracteristicas de tejido epitelial y conjuntivo
normal. Estos resultados coinciden con los revelados
por Gonzalez et al.,* quienes obtuvieron laminas de
tejido oral mediante cultivo in vitro de fibroblastos y
queratinocitos. Sin embargo, a diferencia de lo de-
mostrado en este estudio, los investigadores no pro-
baron el comportamiento de dichas ldminas in vivo.

Con respecto a las recesiones gingivales, el injer-
to aplicado en esta investigacion logré una cobertura
radicular del 100% en todos los casos. Considerando
que todas las recesiones fueron de clase I de Miller,
estos resultados son similares a los reportados por
Koseoglu et al.,'® cuyos pacientes tratados presenta-
ron la misma clasificacion de recesiones y alcanza-
ron una cobertura radicular completa por medio de
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un injerto basado en fibroblastos y membrana de co-
lageno en combinacién con colgajo de avance coro-
nal. No obstante, nuestros resultados difieren de los
expresados por Monteagudo et al.,' quienes no logra-
ron la cobertura radicular a pesar de haber trabajado
con fibroblastos sembrados en matriz biolégica. Los
resultados anteriormente expuestos concuerdan con
el estudio de Gonzélez et al.,? en el cual se alcanz6
una cobertura radicular completa con un injerto de
tejido conectivo subepitelial en ttinel, a diferencia del
estudio de Magalhdes et al.,” en el que s6lo se logro
un 80% de cobertura radicular mediante la aplicacion
de un tejido conectivo subepitelial.

Conclusiones

En esta investigacion fue posible aislar y culti-
var exitosamente los dos principales tipos celulares
que constituyen la mucosa bucal, a partir de mues-
tras tomadas de ratas Sprague Dawley. El cocultivo
celular obtenido se llevd a cabo en un periodo de 10
semanas, momento en el cual constituyé —anatémica,
estructural y funcionalmente— un anélogo de encia
apto para ser injertado.

Tanto los fibroblastos gingivales como los quera-
tinocitos presentaron un alto porcentaje de viabilidad
y pureza. Se utiliz6 una membrana de coldgeno co-
mercial que permiti6 la adhesion y el crecimiento de
los elementos celulares. Dicha membrana posibilito
con facilidad la manipulacién y la insercién en el te-
jido afectado. Asimismo, el cocultivo de fibroblastos
gingivales y queratinocitos in vitro demostré la bio-
compatibilidad del material.

El injerto desarrollado en esta investigacion lo-
gré una cobertura radicular del 100% en todos los
casos de recesiones gingivales de clase I de Miller.
Ademas, se logré aumentar la cantidad de tejido que-
ratinizado, lo cual se puso en evidencia al observar el
cambio de biotipo periodontal, de delgado a grueso,
luego de aplicar el injerto. Por lo tanto, este injerto
representa una opcién de tratamiento no s6lo para
pacientes portadores de recesiones gingivales, sino
también para aquellos con necesidad de engrosa-
miento del biotipo.
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