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CASOCLINICO

Caracterizacion clinica de injertos autélogos a partir
de fibroblastos gingivales crecidos sobre una matriz
biologica para el tratamiento de recesiones gingivales:
Reporte de un caso clinico

Carlos Alberto Monteagudo Arrieta,* Maria Guadalupe Marin Gonzalez,® Filiberto Enriquez Habib,"
Izazkun Penilla Acasuso," Edgar Krotzsch,* Saul Cano Colin**

RESUMEN

Antecedentes: La ingenieria tisular ha sido utilizada en diferentes
campos de la odontologia y medicina contemporanea. La propuesta
de este estudio es el desarrollo de injertos autélogos a partir del
cultivo de fibroblastos gingivales en una matriz biolégica para la co-
bertura radicular como opcién para el tratamiento de recesiones
gingivales. Método: Un paciente del sexo masculino sistémica-
mente sano, no fumador con recesiones gingivales en primer pre-
molar, segundo premolar y primer molar superior derecho. Al pa-
ciente se le realiz6 una excision de una porcion del tejido blando del
paladar para desarrollar la linea celular del tejido gingival, mismo
que se transporté en un tubo estéril de 50 mL con medio de cultivo
(D-MEM). Las células crecieron en botellas de cultivo de 75 cm?
durante ocho dias. A la confluencia, se obtuvo un conteo de més
de 1 millén de células por cm?, se sembraron sobre una membrana
de submucosa intestinal de cerdo (OASIS®). El bioimplante se injer-
té quince dias después de haberse tomado la muestra. Se prepar6
como lecho receptor la zona de las tres recesiones a través de un
colgajo mucoperiéstico de espesor parcial, para recibir el injerto. El
injerto se fij6 con puntos simples usando sutura cinco ceros de &ci-
do poliglicélico cinco ceros, posteriormente se desplazé el colgajo
coronalmente. Resultados: El seguimiento del primer al segundo
mes mostro una buena epitelizacion y estabilizacion del tejido en la
cobertura radicular del tercio apical de las raices mesial y disto-
vestibulares en el diente 16. Las recesiones gingivales de los dien-
tes 14 y 15 no mostraron ganancia.

ABSTRACT

Background: Tissue engineering has been developed and used
in different fields of contemporary medicine and dentistry. The
purpose of this study was to develop autologous grafts based on
the culture of gingival fibroblasts supported in a biological matrix
for the coverage of root exposure in gingival recessions. Meth-
ods: A healthy patient with generalized gingival recessions and
limitated prognosis for mucogingival conventional procedures
was treated in this study. A palatal biopsy was carried out to de-
velop a cellular line, the gingival tissue was transported in a ster-
ile 50 mL tube with culture medium (D-MEM). Gingival fibroblasts
grew in 75 cm2 culture bottles during eight days. In confluence 1
million cells per cm? were counted. Subsequently, they were
scattered in a submucosal intestinal pig membrane (OASIS®).
The bioimplant was grafted fifteen days after biopsy was taken.
The receptor site was prepared with a mucoperiosteal flap de-
sign. The graft was fixed with poliglycolic acid suture, later the
flap was coronally displaced. Results: It was observed a stable
wound healing during the monitorization of the first and second
month, with mature gingival epithelium on the apical third of the
root coverage in the first upper right molar. No coverage was
observed in the first and second upper premolars.

Palabras clave: Recesion gingival, bioimplante injerto autélogo, ingenieria tisulary
Key words: Gingival recessions, bioimplant, autologous graft, tissue engineering.
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INTRODUCCION

La recesion gingival se define como la migracion del
margen gingival apical a la union cemento-esmalte,*
por lo regular se localizan en las caras vestibulares de
dientes sanos o periodontalmente comprometidos.?®
En relacion a su etiologia, se han reportado tres cau-
sas de recesiones gingivales: 1) Asociadas a factores
mecénicos como el cepillado traumatico y vigoroso, 2)
Asociadas a depdésitos bacterianos y calculo, asi
como también, 3) Formas generalizadas de enferme-
dad periodontal destructiva.?® Con el objetivo de lograr
la cobertura radicular Gnica o mdaltiple, se han reporta-
do innumerables tipos de injertos para el tratamiento
de las recesiones gingivales, tales como: el uso de in-
jertos desplazados, injerto libre, injerto de tejido co-
nectivo subepitelial, membranas para la regeneracion
tisular guiada y aloinjertos de tejido blando (matriz dér-
mica acelular).”*2 En este sentido, cada uno de los
métodos o alternativas de tratamiento tienen sus ven-
tajas, desventajas, alcances y limitaciones;*® sin em-
bargo, actualmente la medicina regenerativa es una de
las areas mas prometedoras, no sélo para el trata-
miento de estos padecimientos, sino también para
aguéllos conocidos como crénico-degenerativos.

La medicina regenerativa ha ido ganando gran im-
pacto conforme aumenta el conocimiento de los meca-
nismos naturales de la regeneracion de los tejidos y
asi para su aplicacioén se disefian e implementan mé-
todos que permitan la regeneracion de tejidos dafiados
gue de otra manera, serian reparados por fibrosis (ci-
catrizacion).4

Existen tres estrategias basicas en la medicina re-
generativa:

1. La inyeccion o trasplante de células para reempla-
zar el tejido dafiado (terapia celular).

2. La construccion de un tejido bioartificial u 6rgano
para reemplazar el original (ingenieria de tejidos).

3. La induccion farmacoldgica de la regeneracion a
partir de los tejidos propios del organismo.

La ingenieria tisular es una disciplina que ha sido
desarrollada y utilizada como alternativa de tratamien-
to en diferentes campos de la medicina y odontologia
contemporanea.

Se han podido cultivar células con muestras mini-
mas de tejido, que pueden ser utilizadas en el pacien-
te junto con biomateriales derivados de tejidos natura-
les (submucosa intestinal de cerdo) para la reparacion
0 regeneracion de un tejido dafiado.**®

La produccién de dispositivos originados de células
autélogas y acarreadores naturales han incrementado

el prondstico de cicatrizacion de heridas que dificil-
mente cerrarian de manera natural; uno de los aca-
rreadores naturales mas utilizados son las membranas
de submucosa intestinal de cerdo, las cuales estimu-
lan la produccion de tejido de granulacion y la reepite-
lizacién de heridas de la dermis, ofreciendo grandes
ventajas para tratamientos como el manejo de Ulceras
en las venas.1416:18

La reparacion y regeneracion de tejidos a través de
andamios naturales como la membrana de submucosa
intestinal de cerdo han sido analizadas desde el punto de
vista bioquimico, porque contienen dentro de sus propie-
dades factores de crecimiento (FGF, TGF-B y VEGF)
gue proporcionan un ambiente conductivo para la angio-
génesis, crecimiento y diferenciacién celular.t’-2°

Asimismo, la periodoncia ha evolucionado en los
tratamientos regenerativos, desde el uso de membra-
nas de regeneracion tisular guiada, la aplicacién de in-
jertos y hasta el cultivo celular en matrices de acido
hialurénico.?

La propuesta de este estudio es el desarrollo de in-
jertos autélogos basados en el cultivo de fibroblastos
gingivales sembrados en una matriz biol6gica (submu-
cosa intestinal de cerdo) para la cobertura de recesio-
nes gingivales.

La utilizacion de estos injertos podria ser una op-
cion de tratamiento para las deformidades mucogingi-
vales, intentando buscar alternativas en la terapia re-
generativa debido a las limitaciones que existen para
el tratamiento de las mismas.

MATERIAL Y METODOS

Un paciente del sexo masculino de 42 afios sisté-
micamente sano, no fumador, con tres recesiones gin-
givales clase Il de Miller® en los dos premolares y pri-
mer molar superiores derecho, cuyo prondstico para el
tratamiento con terapia mucogingival convencional fue
limitado (Figura 1).

Al paciente se le inform6 la metodologia y finalidad
del estudio y firmé un consentimiento informado con
base en la Declaracion de Helsinki de Estudios de Ex-
perimentacién en Humanos de 1996.

Se realizaron mediciones de niveles de insercion
(NI), unién cemento esmalte (UCE), profundidad al
sondeo (PS) y tejido queratinizado (TQ) del sitio de la
recesion (Cuadro I).

Para calcular el area expuesta de los sitios de las
recesiones gingivales y sacar una proporcion adecua-
da de los materiales que serian utilizados, se le toma-
ron al paciente modelos de estudio en yeso tipo .

Se le extrajeron al paciente 20 mL de sangre, de-
jandola coagular a temperatura ambiente para la ob-
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tencién del suero sanguineo, la cual se centrifugé a
1,500 rpm durante 5 min para separar el suero y reco-
lectarlo (aprox. 10 mL). Este suero se utiliz6 para su-
plementar el medio de cultivo para la derivacion celu-
lar y su mantenimiento, en condiciones autélogas.

El procedimiento consistio en 4 fases:

1) Excision gingival.

2) Cultivo celular y siembra de fibroblastos en la ma-
triz biolégica.

3) Procedimiento quirdrgico.

4) Fase de seguimiento postquirdrgico.

Figura 2. Fragmentacion del tejido gingival.

1) Excision gingival. Bajo anestesia local se tomo6
una biopsia excisional de 5.5 mm de diametro a 3.3
mm de profundidad de la zona del paladar al nivel de
los premolares derechos.

El tejido gingival obtenido en condiciones de asep-
sia se transportd en un tubo estéril de 50 mL con me-
dio de cultivo (D-MEM) que contenia 10% de suero del
paciente y una mezcla de antibiodticos (penicilina 100
IU sobre mL y estreptomicina 100 microgramos sobre
microlitro).

2) Cultivo celular y siembra de fibroblastos en la
matriz biolégica. El tejido gingival tomado en la biop-
sia se fragmento en porciones de 1 mm?, aproximada-
mente, con tijeras para encia (Figura 2), dentro de una
campana de flujo laminar tipo Il A; derivandose dos cul-
tivos celulares, uno para la preparacion del injerto que
se utilizé en la terapia y otra para su criopreservacion a
-80 °Cy tener células del paciente como respaldo.

Durante tres dias las células se trataron con una
solucion de 80 U mL/colagenasa tipo 1 a 37 °C, 5%
de CO, y 95% de aire.

Las células se mantuvieron en D-MEM que conte-
nia 10% de suero del paciente y el medio de cultivo
se cambid 2 veces a la semana. Los fibroblastos
crecieron en botellas de cultivo de 75 cm? durante
ocho dias.

Cuando las células alcanzaron la confluencia (Figu-
ra 3) se subcultivaron por tripsinizacion y se resem-
braron a una dilucién de 1:3 durante uno a tres pases
subsecuentes. Los fibroblastos se desprendieron por
tripsinizacioén, se contaron en un hemocitometro y se
resupendieron en un medio para criopreservacion (5%
de DMSO y 95% de SFB), a una densidad de un mi-
[16n de células por mililitro en cada vial. Se congelaron
tres viales en un ultracongelador a una temperatura de
-80 °C.

A los 8 dias después del sembrado de los fibro-
blastos cuando se alcanzo la confluencia y se obtuvo
un conteo de mas de 1 millén de células por centime-
tro cuadrado, se sembraron en cajas de Petri P-60 ca-
lidad para cultivo celular, sobre una matriz bioldgica,
la cual es una membrana de submucosa intestinal de

Cuadro |. Medidas de los sitios a tratar.

PS NI TQ Tipo de
Diente (mm) (mm) (mm) recesion
14 1 3 2 1]
15 0.5 4 3 1]
16 1 9 1 i
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cerdo (OASIS®), a una densidad de 8.0 a 10 x 10* cé-
lulas/cm? en DMEM que contenia 10% de suero del
paciente y se incubaron durante 24 horas en condicio-
nes de cultivo (Figura 4).

Una vez transcurrido este tiempo, 15 dias después
de obtenida la biopsia, el bioimplante se preparé para
ser transportado e injertado.

3) Procedimiento quirargico. El bioimplante de cul-
tivo de fibroblastos sembrado en la membrana, ya prepa-
rado y listo para su transportacion en cajas de Petri se-
lladas estériles se injert6 en el lapso de una hora.

Previo a la colocacion del injerto se realizé una
fase de desinfeccion del paciente en la que se contro-
laron los niveles de placa dentobacteriana, se modifi-

Figura 4. Membrana de submucosa intestinal de cerdo
(OASIS®).

caron habitos de higiene, eliminacion de calculo y puli-
do dental. Posteriormente, previa anestesia (lidocaina
con epinefrina) se procedi6 a raspar y alisar las super-
ficies radiculares de las raices expuestas de los dien-
tes: primer premolar, segundo premolar y primer molar
superiores derechos, se preparé como lecho receptor
para el injerto, con un colgajo mucoperiostico de espe-
sor parcial con incisiones intrasurcales, horizontales
(respetando las papilas interdentales, que posterior-
mente se desepitelizaron para exponer el tejido co-
nectivo) y también incisiones liberatrices verticales.

El injerto se lavo con suero fisiolégico antes de la
aplicacion y se recorté al tamafio de las recesiones,
posteriormente se fij6é con puntos simples utilizando
sutura de acido poliglicdlico (vicryl).

Para desplazar el colgajo, y que al mismo tiempo
cubriera el injerto se utilizaron suturas de acido poligli-
colico y de politetrafluoretileno expandido 5 ceros (Fi-
gurab).

4) Fase postquirdrgica y de seguimiento. La ci-
catrizacion de la zona operada fue valorada a la se-
mana, a los catorce dias, al mes, al segundo y tercer
mes de haberse colocado el injerto.

El paciente sigui6 los siguientes cuidados postope-
ratorios: enjuague de clorhexidina cada 12 horas por
15 dias, la utilizacidn de un cepillo ultrasuave, no fu-
mar y analgésico.

RESULTADOS

El procedimiento quirargico se efectud sin ningdn
contratiempo, el postoperatorio fue con inflamacion li-
gera en los primeros 3 dias. Los parametros clinicos a
medir, niveles de insercion (NI), uniéon cemento esmal-
te (UCE), profundidad al sondeo (PS), tejido queratini-
zado (TQ) se mantuvieron en control tres meses des-
pués de la cirugia y éstos se muestran en el cuadro |l.

Los resultados a los primeros dias de realizado el
biomplante fueron de una buena cicatrizacién (seme-
jante a una de dos semanas de evolucion).

A las 72 horas de cicatrizacion, el injerto se en-
contraba estable y tenia la apariencia de llevar se-

Cuadro Il. Resultados a la cicatrizacién tres meses
después de la cirugia.

PS NI TQ Tipo de
Diente  (mm) (mm) (mm) recesion
14 1 3 1 i
15 0.5 4 2 i
16 1 5 2 I}
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manas en su integracion, pero al quinto dia el pa-
ciente reporté que con la higiene rutinaria uno de los
puntos de sutura del diente 15 se habia caido, asi
gue al control de la primera semana se pudo consta-
tar que la sutura no estaba y que ademas habia pre-
sencia de depdsitos de placa dentobacteriana y ma-
teria alba.

A la segunda semana se observé un incremento en
la contraccion del tejido en el sitio en que se perdio la
sutura, asi como depdésitos de placa dentobacteriana.

A los veintitin dias la contraccion se estabilizé, de-
jando expuestas las resecciones gingivales de los
dientes 14 y 15, no asi en el 16 que mostré una ligera
cobertura en la raiz mesiovestibular.

El seguimiento realizado del primer al segundo mes
denot6é una maduracioén en la epitelizacién y una esta-
bilizacion del tejido en la cobertura radicular del tercio
apical de las raices mesio y distovestibulares en el
diente 16.

Las recesiones gingivales de los dientes 14 y 15 no
mostraron ganancia (Figura 6).

DISCUSION

La ingenieria tisular representa en nuestros dias
una de las areas con mayores expectativas en la me-
dicina y la odontologia. La posibilidad de generar nue-
vos tejidos y érganos no esta en duda, pero hay que
considerar diferentes factores, desde los técnicos
hasta los éticos.

Una de las mas comunes aplicaciones de estas no-
vedosas técnicas es en la dermatologia. En estos ca-
sos el cultivo celular aut6logo con el uso de acarrea-
dores, membranas o matrices, han incrementado el
pronéstico favorable de lesiones con grandes exposi-
ciones de tejido de granulacién en heridas dermatol6-
gicas, para acelerar, favorecer y obtener una regene-
racion del tejido dafiado, en lugar de derivar en un
proceso normalmente esperado de cicatrizacion.

En periodoncia suele representarse esta situacion
clinica con las recesiones gingivales, pero a diferen-
cia de las lesiones en piel en las que queda expuesta
una lesién vascularizada, la superficie radicular es
avascular. Por lo tanto, el uso de dispositivos rege-
nerativos para alcanzar la cobertura radicular son li-
mitados, como se han mostrado en diferentes estu-
dios clinicos, en los que se ha llegado a utilizar el
cultivo de fibroblastos sobre una membrana de &acido
hialurénico para el aumento de tejido queratinizado
preparando un sitio receptor sangrante que pueda nu-
trir el injerto.*

En este trabajo, se encontraron muchas limitacio-
nes que redujeron las posibilidades de éxito en cuanto

a la cobertura radicular se refiere, como lo fue el tiem-
po reducido para el transporte del biomplante, el tipo
de recesion, que fue determinante para que se realiza-
ra este estudio y que la sutura se desplazo al quinto
dia de haberse injertado el bioimplante, lo cual redujo
el tiempo de estabilizacién del mismo afectando su in-
tegracion.

A pesar de que en la primera semana hubo una 6p-
tima evolucién del injerto, presentandose una buena
cicatrizacién e integracion a los tres dias, esto se
pudo ver perturbado por la presencia de contaminacién
del sitio quirdrgico con depdsitos de materia alba, la
cual pudo afectar directamente al proceso de cicatri-
zacion de la herida, poniendo de manifiesto la necesi-
dad de una buena higiene bucal del paciente tanto qui-
mica y mecéanica.

Figura 6. Al segundo mes de cicatrizacion.
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Cabe sefalar que la contaminacién por bacterias
de un injerto y la remocién inesperada de la sutura
gue estabilizaba el mismo, se reconocen como fac-
tores que pueden afectar el proceso reparativo o re-
generativo de una lesién tratada de una manera con-
vencional,? asi que el resultado obtenido en la
cobertura radicular con esta técnica de ingenieria ti-
sular (injerto de fibroblastos autélogos crecidos so-
bre una membrana de submucosa intestinal de cer-
do) se vio afectada de la misma manera, como
también se observa en las técnicas empleadas re-
gularmente.

Es necesario mencionar que también se justifica el
gue se deban realizar mas estudios, tanto in vitro
como clinicos, respecto a la preparacién y colocacion
del injerto, ya que se conocia el nUmero aproximado
de células que llevaba, pero no se probaron distintas
densidades celulares, para encontrar aquella que pro-
moviera Optimamente la regeneracion del tejido gingi-
val.

Es importante determinar la viabilidad de las células
injertadas, puesto que en la fisiologia de una herida
periodontal los fibroblastos juegan un papel importante
en la produccion de mdultiples moléculas de sefaliza-
cion, degradacion y formacion de matriz extracelular,
necesaria para la proliferacion celular en un proceso
reparativo, pero también se sabe que los fibroblastos
después de haber participado en este proceso, del
séptimo al décimo dia llegan a diferenciarse en miofi-
broblastos, responsables de la contraccién de la heri-
da. En las etapas finales de fibroplasia, el nimero de
fibroblastos y miofibroblastos disminuye y mueren por
apoptosis.23

CONCLUSION

Es necesario poder probar diferentes densidades
celulares de los bioimplantes injertados, ya que
como se ha demostrado en otros modelos, la repo-
blacién con nuevas células activas favorece los
procesos de regeneracién y/o cicatrizacién? siendo
también de suma importancia asegurarse del fenoti-
po de estos fibroblastos para poder reconocer y de-
terminar qué tipo de actividad celular se puede lle-
var a cabo en los sitios en los que se injerten las
células, ya que la contraccion del tejido obtenido en
el sitio donde se injerté el bioimplante pudo haberse
favorecido por el estadio en el que se encontraban
los fibroblastos gingivales.

Clinicamente el bioimplante se integré al organismo
satisfactoriamente aun cuando no hubo ganancia en la
cobertura radicular.
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