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1. INTRODUCCION

El periodonto es un tejido conectivo complejo formado por dos tejidos
blandos, encia y ligamento periodontal; y dos tejidos duros, cemento y hueso
alveolar. Durante la enfermedad periodontal existen cambios patoldgicos en
la bioquimica y biologia celular del periodonto, una vez que el periodonto ha
sido dafiado, su capacidad para regenerar es limitada, cuando la periodontitis
esta establecida, solamente la intervencion terapéutica puede inducir su

regeneracion.

El complejo proceso de regeneracion del periodonto se lleva a cabo por la
combinacion de una serie de eventos que incluyen el reclutamiento de
células progenitoras al sitio y la subsecuente diferenciacion en

cementoblastos, fibroblastos y osteoblastos.

A la fecha, la restauracién del tejido periodontal ha recaido casi en su
totalidad en el uso de sustitutos estructurales con poco o nulo potencial de
regeneracion. Generalmente estos procedimientos tienen como objetivo
unico, la regeneracion ésea mediante autoinjertos, aloinjertos y materiales
aloplasticos, cuya variabilidad en la seguridad, eficacia clinica y estabilidad a

largo plazo han sido cuestionadas.

En la década de los 80s se propuso la regeneracion periodontal mediante la
regeneracion tisular guiada con la colocacion de una membrana entre el
tejido conectivo del colgajo y las raices cureteadas, basada en las teorias de
dominio celular. Este procedimiento fue aceptado rapidamente, sin embargo,
los estudios a largo plazo indican que los resultados son limitados y tienen

una alta variabilidad.



En los ultimos afios han surgido enfoques biolégicos basados en los
principios de la ingenieria tisular como alternativas a los tratamientos
convencionales, propuestas como la terapia genética y la administracion
local de andamios biocompatibles con células y factores de crecimiento que
ofrecen alternativas interesantes a las terapias existentes para la

regeneracion periodontal.

2. PROPOSITO

El fibroblasto de periodontal tiene suma importancia en la regeneraciéon del
periodonto dafado y en la estética periodontal. En las ultimas décadas el
desarrollo de la ingenieria tisular ha permitido el cultivo de éste para su

aplicacion clinica.

3. OBJETIVO

Presentar los avances cientificos para la regeneracion periodontal utilizando

al fibroblasto periodontal cultivado mediante la ingenieria tisular.
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4. CICATRIZACION

4.1 Reparacion y cicatrizacion

Existen dos diferentes procesos por los cuales cicatriza el tejido, reparacion y
regeneracion. La regeneracion es la sustitucion de las células lesionadas por
otras de la misma clase sin que queden huellas de la lesion anterior. La
reparacion es la sustitucion por tejido conjuntivo, también llamada fibroplasia
en la que el resultado final es una cicatriz permanente. El resultado final de
la reparacion es una cicatriz fibrosa, mientras que el resultado de la
regeneracion es un tejido cuyas caracteristicas son indistinguibles del tejido

original.

La mayoria de los tejidos del organismo lleva a cabo el proceso de
reparacion, el de regeneracidbn no es comun en todos los tejidos, esto
depende de muchos factores, principalmente de la gravedad de la lesion, la
cantidad de tejido afectado y la capacidad proliferativa de la célula afectada

ya sea labil, estable o permanente.

Las células labiles realizan el ciclo celular completo desde la mitosis a la
siguiente mitosis sin pasar mucho tiempo en etapa GO (Figura 1) y siguen
proliferando durante toda la vida reemplazando a las células que se
destruyen constantemente, este es el caso de los epitelios superficiales; los
epitelios estratificados como la piel, la mucosa bucal, vagina y cuello del
utero; los epitelios que revisten conductos excretores de las glandulas; el
epitelio cilindrico del tracto gastrointestinal y del utero; células de la médula

dsea y el tejido hematopoyético.



Las células estables generalmente no tienen actividad mitética, sin embargo
pueden entrar en mitosis ante ciertos estimulos, reconstruyendo el tejido del
que proceden. En este grupo se encuentran todas las células glandulares
como higado, pancreas y rifiones; ceélulas mesenquimatosas, adipositos

fibroblastos y miocitos del musculo liso.”

Mitosis Comienza del ciclo
{la célula se
divide]
=) La célula se agranda
i y fabrica nuevas proteinas
G
La célula se h 1
prepara para T
dividirse ] Lacélulase G

detiene 0

Punto de restriccidn

— S
la célula decide =i debe
La célula o no seguir el ciclo
replica su celular

ADN

Figura 1. Etapas del Ciclo celular.?

Por ultimo las células permanentes o no divisibles ya no pueden entrar en
mitosis en la vida postnatal como las células nerviosas y los miocitos de la

musculatura estriada y del miocardio."

Para llevar a cabo el proceso de regeneracidon es necesaria la presencia del
estroma (tejido conjuntivo y membrana basal en caso de epitelios), cuyas

funciones van desde organizar la proliferacion, otorgar especificidad a las



células, definir polaridad asi como su migracion; si esta membrana basal o
lamina basal se pierde, las células proliferan en masas desorganizadas y con

morfologia diferente a la del tejido original.’

4.2 Cicatrizacion periodontal

El periodonto estd formado por encia, ligamento, cemento y hueso, la
enfermedad periodontal ocasiona la destruccion de estos tejidos y el objetivo
de las terapias periodontales es la regeneracion de éste, es decir, la
restauracion funcional y anatomica de los tejidos al estado original antes de
la enfermedad periodontal. Para que esto suceda, cada tejido, después de la
enfermedad, debe ser colonizado por tipos de células especificos de dichos
tejidos; si células de otro tejido colonizan un lugar en particular de la herida,
la reparacion distorsionara la anatomia y por lo tanto la funcién. Este proceso
se describe como reparacion, restaura la continuidad del tejido pero modifica

su anatomia, no se lleva a cabo la regeneracion periodontal.’

Diversos estudios histolégicos han demostrado que diferentes
procedimientos quirurgicos periodontales conllevan a diversos patrones de
reparacion. La reparacion periodontal por lo general se presenta por la
formacion de un epitelio de union largo que se extiende apicalmente
interpuesto entre la superficie radicular y el tejido conectivo de la encia

impidiendo la cementogénesis.*

Al no existir la deposicion de cementoblastos para la formacion de cemento,
no se pueden llevar a cabo en ese sitio las inserciones de un nuevo
ligamento periodontal; si las células de la lamina propia de la encia

(fibroblastos del tejido conjuntivo) colonizan el sitio del defecto 6seo



periodontal, no se puede esperar que haya regeneracidon de hueso de la

cresta alveolar. Este fenémeno denomina hipétesis de dominio cellular.?

En esta situacion, la reparacién periodontal se logra mediante una
adherencia que esta representada por fibras de colageno paralelas o
perpendiculares a la superficie radicular previamente expuesta a la

enfermedad periodontal.

A diferencia de la reparacion, la regeneracién del periodonto esta
caracterizada por la neoformacion de cemento, ligamento periodontal

orientado de forma funcional, y hueso alveolar (nueva insercién).*

4.2.1. Regeneracion periodontal

Durante la década de los 50s y mitad de los 60s, la cirugia resectiva con o
sin osteoplastia fue la tendencia en el tratamiento de las bolsas
periodontales. Esto ocasionaba grandes recesiones Yy desde entonces la
atencion se ha enfocado mas en la busqueda de una terapia regenerativa y

reconstructiva que en la resectiva.

Hoy en dia, la atencidn parece concentrarse en dos formas de tratamiento
para la regeneracion periodontal. El tratamiento que requiere la introduccién
de un material de relleno en el defecto periodontal con la expectativa de
inducir la regeneracion 6sea y la otra alternativa son técnicas que se han
desarrollando para guiar e instruir los componentes celulares especializados

del periodonto para participar en el proceso de regeneracion.’
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Este ultimo intento para reconstruir los tejidos periodontales, utiliza los
conocimientos del origen y desarrollo del periodonto y los procesos
celulares que lo rodean. Cuando se considera la regeneracion periodontal,
por lo menos deben de presentarse 4 pasos ordenados. Estos incluyen todas
las caracteristicas normales del complejo dentogingival que daran la

restauracion de los tejidos a su forma funcion y consistencia original.

1. Debe restablecerse la adherencia epitelial del epitelio de uniéon en la
mayor parte de los tejidos y no debe tener una profundidad mayor de

2mm.

2. Las nuevas fibras del ligamento periodontal (fibras de Sharpey) deben
estar insertadas en la superficie radicular previamente expuesta para
reproducir el ligamento periodontal y el complejo de fibras

dentogingivales.

3. Se deben reformar fibras acelulares extrinsecas de cemento en la

superficie radicular previamente expuesta.

4. La altura del hueso alveolar debe ser restaurada a una distancia de

hasta 2 mm de la unién cemento esmalte.

A través de los afios, se han realizado una gran variedad de procedimientos
quirurgicos orientados a aumentar la respuesta de los tejidos periodontales y

asegurar resultados que den lugar a la regeneracion.

A pesar del tipo de procedimiento utilizado, el tejido epitelial siempre prolifera
mas rapido que el tejido dando como resultado un epitelio de unién largo

adherido a la raiz del diente. La busqueda de la regeneracion ha llevado a la

11



modificacion del tratamiento quirurgico incluyendo el acondicionamiento de la
superficie radicular y el uso de injertos dseos en un intento de alcanzarla.’

Se intentado el acondicionamiento de la superficie radicular para crear un
ambiente adecuado para la repoblacion celular, la superficie es limpiada y
preparada con una variedad de agentes (acidos, fibronectina o ambos) de
manera que conduzca a la adherencia celular y su subsecuente sintesis de

matriz.

En teoria, la desmineralizacion de la raiz revierte la hipermineralizacion
inducida por la periodontitis y se consideré6 que se formarian nuevas
interdigitaciones con las fibras existentes. Sin embargo, este procedimiento
ocasiond una regeneracion periodontal impredecible y a veces presentaba

efectos secundarios como anquilosis y resorcion radicular.

El tratamiento de los defectos periodontales intradseos se ha enfocado en el
defecto del hueso y eso ha llevado al uso de un gran numero de materiales
de injerto para estimular la regeneracion 6sea. Se ha utilizado una amplia
gama de autoinjertos, aloinjertos y materiales aloplasicos pero ninguno de
ellos ha tenido una actividad osteoinductiva importante. Los injertos 6seos
autdlogos fueron ideados para ser inductivos in vivo, pero siguen siendo
limitados porque no tienen capacidad de inducir formacién de cemento y

ligamento periodontal.

Aunque la utilizacion de estos materiales puede dar como resultado la
ganancia de niveles de insercion y la evidencia radiografica de aumento de
hueso alveolar, los estudios histolégicos revelan que son poco
osteoinductivos y generalmente se rodean por tejido conectivo fibroso denso

no cumpliendo con los criterios de regeneracion periodontal.’
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En 1980 se propuso un nuevo procedimiento con una barrera fisica
mediante la introduccion quirdrgica de una membrana entre el tejido
conectivo del colgajo periodontal y la superficie radicular previamente
cureteada. Este procedimiento esta basado en la hipétesis del dominio
celular permitiendo la repoblacion con células del ligamento periodontal lo
que le gano la aceptacién clinica generalizada. Sin embargo, los estudios a
largo plazo y las evaluaciones de este método, demuestran que las mejoras
clinicas obtenidas son pequefias y muestran gran variabilidad al igual que los

procedimientos anteriores dando resultados impredecibles.

Una complicacién relacionada con el éxito de la regeneracion tisular guiada
es el desarrollo de una infeccién seguida de la colocacion de la membrana.
Este hallazgo junto con la incapacidad de aislar el tejido de reparacion del
ambiente oral son los dos impedimentos mas significativos para que dé como
resultado una regeneracion periodontal exitosa. Si estos factores se
controlan por completo, entonces se podria esperar una regeneracion tisular

guiada mas predecible.

La regeneracion tisular guiada puede ser considerada un acercamiento util
porque estimuld el pensamiento del desarrollo de procedimientos

terapéuticos basados en teorias celulares.

Recientemente, se ha investigado la aplicacion de una variedad de factores
de crecimiento aplicados a la raiz del diente para estimular la repoblacion

celular en los defectos periodontales y la subsecuente regeneracion.’

Los factores de crecimiento son moléculas que ejercen diferentes efectos en
las células como locomocion, contractilidad y diferenciacion celular. Existe

una amplia gama de factores de crecimiento, sin embargo los principales

13



debido a su amplio campo de accion son el Factor de crecimiento epidérmico
(FCE), Factor de crecimiento de los fibroblastos (FCF), Factor de necrosis

tumoral (FNT) y Factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP).

Factor de crecimiento epidérmico. Produce la mitosis de diversas células
epiteliales y fibroblastos in vitro y la multiplicacion de células hepaticas in

Vivo.

Factor de crecimiento de fibroblastos. Se le atribuyen muchas funciones
como angiogénesis, reparacion de las heridas (migracion de fibroblastos,
macrofagos y células endoteliales a los tejidos lesionados), desarrollo y
maduracién celular, favorece la proliferacion de mioblastos e inhibe la
diferenciaciéon de los miocitos creando una reserva con capacidad
proliferativa, por ultimo la formacion de lineas especificas de hematopoyesis

y el desarrollo del estroma de la médula ésea.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas. Se encuentra en los
granulos a de las plaquetas y puede ser producido por macrofagos activados,
células endoteliales y fibras musculares lisas. Produce la migracion vy

proliferacion de los fibroblastos, las fibras musculares lisas y monocitos.”

Otro grupo prometedor son las proteinas morfogenéticas que ofrecen un
buen potencial de estimulacion de hueso y cemento. Al dia de hoy, no hay
suficientes estudios a largo plazo acerca de la utilidad de los factores de
crecimiento en humanos, aunque los resultados son prometedores, es

posible, que sean menos que satisfactorios.’

Una de las limitaciones en el uso de los factores de crecimiento para la

regeneracion periodontal es el poco entendimiento que tenemos acerca del

14



repertorio de células que pueden afectar, ya que las células blanco seran
moduladas por estos factores y la estabilidad de los tejidos formados por

estas células estan bajo la influencia de estos factores.”

En conclusion, las tecnologias regenerativas anteriores e incluso las que
utilizamos hoy en dia, no muestran menos Optimos resultados por distintas

razones:

Incapacidad de controlar la formacién de un epitelio de union largo.
Incapacidad de sellar adecuadamente el sito del medio oral y prevenir
infecciones.
Incapacidad de mantener la herida como un sistema cerrado.
Restriccion de la regeneracidon al hueso ignorando el proceso
regenerativo del cemento y el ligamento.

# |Incapacidad de definir con precisién los factores de crecimiento y
diferenciacion que se necesitan para la regeneracion.

# La posibilidad de que los factores de crecimiento no sean lo
suficientemente discriminativos en su funcion de regeneracion.

#+ |Infeccion de la membrana o del material de regeneracién implantados

previamente.®
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5. INGENIERIA TISULAR

La ingenieria tisular es un campo interdisciplinario en desarrollo que aplica
los principios de las ciencias bioldgicas, quimica e ingenieria para alcanzar

el objetivo de la regeneracion tisular.

Los primeros datos de aplicaciones clinicas de las células humanas logradas
por ingenieria tisular fueron de 1980, con tejido epitelial usando fibroblastos y
queratinocitos cultivados en andamios; en esta misma década comenzaron
los trabajos de Regeneracion Tisular Guiada en los tejidos del periodonto lo
que se considera ser el antecedente directo de los experimentos de
ingenieria tisular ya que los materiales y el propdsito de la regeneracion
tisular guiada son similares al de ésta ; en 1988 Vacanti et al estudiaron la
trasplantacion celular usando matrices de polimeros biodegradables y en
1989 Wakitani et al lograron la regeneracién de las superficies articulares de
un conejo utilizando cultivos de células alogenas embebidas en un gel de

colageno.

El método basico de la ingenieria tisular es obtener y aislar células sanas de
un determinado tejido seguido por la expansion in vitro, posteriormente estas
células son cultivadas en andamios tridimensionales biodegradables los
cuales proporcionan soporte estructural y a su vez actuan como reservorio de
algunas moléculas bioactivas (como los factores de crecimiento),
gradualmente el andamio se degrada hasta ser remplazado por tejido
compuesto por las mismas células cultivadas devolviendo las caracteristicas

originales.®

16



La ingenieria tisular se puede realizar por dos vias, in vivo e in vitro. Existen

ventajas y desventajas en cada una de ellas.

Ventajas de la estrategia in vitro:

Posibilidad de examinar la formacion del tejido.

4

Lograr tamafios especificos antes de su implantacion.

Desventajas de la estrategia in vitro:

+ Ausencia del ambiente fisioldgico y mecanico el cual es determinante
para la regulacion de la funcién celular e influye profundamente en la
arquitectura del tejido y su formacion,

* |a implantacion mecanica de los tejidos, realizar una incision y llevar a
cabo la técnica quirurgica para su colocacion y suturar es traumatico

para el paciente y lleva un tiempo de recuperacion.

La estrategia in vivo tiene la ventaja de proveer el ambiente idéneo para el
desarrollo de los tejidos sin embargo la desventaja es que el tejido
regenerado puede ser degradado por las fuerzas mecanicas normales que
actuan en el sitio antes de que el tejido se haya incorporado y formado

totalmente.’

5.1 Células
La fuente de obtencion de las células tiene gran importancia en el éxito de la
ingenieria tisular. Las células pueden ser clasificadas segun su origen en

autdlogas, alégenas y xenégenas.®
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Las células autdlogas son las mas apropiadas siempre que su actividad sea
alta. El problema de las células obtenidas del mismo paciente es que no
siempre se puede obtener la cantidad deseada. Este problema se ha
intentado resolver buscando células del mismo paciente de diferentes tejidos
pero que tengan la caracteristica de poder diferenciarse en las células

requeridas.

Las células aldogenas son células obtenidas de un sujeto de la misma
especie, estas células no estan limitadas en cantidad, sin embargo al
colocarlas en el paciente podrian provocar una respuesta inmune y existe el

riesgo de contagio de enfermedades.

Por ultimo las células xendgenas obtenidas de especies diferentes, al igual
que las alégenas después llevarlas al paciente es necesario someterlo a
terapia inmunosupresora para la aceptacion del cultivo. Actualmente este tipo
de células es muy poco utilizado por los riesgos sanitarios que implica como
el caso del tejido de origen porcino donde se encontrd retrovirus endégeno

en sus células.®

5.1.1 Células Madre

Debido a la problematica de obtencidn de células del tejido que se necesita
regenerar, la ciencia ha dirigido la investigacién a la busqueda de células
madre. Una célula madre se define funcionalmente como una célula que
tiene la capacidad de renovarse a si misma, es decir, puede dividirse
ilimitadamente produciendo nuevas células madre sin que haya una
transformacién oncogénica, asi como producir una progenie de células

diferenciadas.®
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Las Células Madre Embrionarias (ES siglas en inglés de Embryonic Stem
Cells) y las Células del Germen Embrional (EG siglas en inglés de Embryonic

Germ cells dan origen a las células madre.

Las células madre embrionarias (ES y EG) se originan de la capa interna del
embridn después de su formacién en blastocito; cuando el cigoto ha llegado
a su etapa de blastocito, el potencial de algunas células comienza a
restringirse, las capas celulares externas comienzan a diferenciarse en
topoectodermo, y en las capas internas se puede identificar una poblacién
de células que se identifica como Células Primordiales del Germen (PGCs
siglas en inglés de Primordial Germ Cells), las cuales migran hasta lo que

después seran los genitales y producen las EG y los gametos.® (Figura 2)

Células
hematopoyéticas

) Células
Células mesenquimatosas
madre de la médula
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adulto Células de la cresta
neural

Células madre
embrionarias y
— KGN E G EL G —
del germen
embrionario

Ovulo

fecundado

Células del rifidn
e higado

Figura 2. Origen de las células madre .’

Existen similitudes y diferencias entre las ES y las EG, ambas comparten la
caracteristica de potencial de diferenciacién, es decir, las dos son células

madre, su principal diferencia es que las EG pueden presentar una
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tendencia a genes especificos, lo que las hace incapaces de producir todas
las células necesarias para formar un ser idéntico del que fueron
recolectadas. Teoricamente tienen la habilidad de generar células
diferenciadas de las tres capas germinativas: mesodermo, ectodermo y

endodermo.’

Las ES pueden formar teratomas si son trasplantadas antes de su
diferenciacion en ciertos linajes. Estas células (EG y ES) se obtienen de
ovulos fertilizados de parejas que se han sometido a terapia de infertilidad,
sin embargo, este procedimiento ha levantado controversias a su alrededor y
es dificil de llevar a cabo debido a las estrictas leyes a su alrededor para
impedir su mal manejo hacia la clonacién, mercado negro y problemas de

propiedad.®™°

En respuesta se comenzaron a estudiar otras células con caracteristicas de
célula madre que se encontraran en pacientes adultos y su extraccion fuera
mas facil. Las células madre hematopoyéticas (HSC siglas del inglés) de la
médula 6sea se pueden diferenciar en eritrocitos, eosinofilos, osteoclastos,
megacariocitos y linfocitos T y B. Ademas se han encontrado células madre
mesenquimatosas de la médula 6sea (MSCs siglas en inglés) que son
capaces de diferenciarse en células del tejido conectivo como adipositos,

condrocitos, osteocitos, tenocitos y miocitos.

Una ventaja de las MSCs sobre las ES es la alta seguridad en su uso ya
que, las ES pueden formar teratomas si son trasplantadas antes de su
diferenciacion en ciertos linajes celulares y las MSCs no han reportado
efectos tumorogénicos, estas células han causado gran expectacién dentro

de la ingenieria tisular debido a que si son utilizadas con el conocimiento
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adecuado de los factores de crecimiento y un andamio adecuado parecen

ser la célula progenitora ideal en la terapia de regeneracién.8

Clinicamente se han encontrado numerosas aplicaciones de este tipo de
células como la neurovascularizacion de tejidos isquémicos, restauracion de
células del miocardio y la incorporacion de células madre neurales en el

tratamiento del Parkinson.®

En el adulto existen células mesenquimatosas en todo el organismo que
pueden proliferar y diferenciarse para proveer células de un 6rgano en
especifico como por ejemplo los queratinocitos de la piel, hepatocitos en
caso de dafio del higado, células de la cripta intestinal y osteoblastos que se

convierten en osteocitos.®

5.2 Andamios

Seria ideal que los 6rganos o tejidos afectados pudieran ser regenerados por
la simple inyeccion de células en ellos, sin embargo en la mayoria de los
casos estos no es posible ya que las células necesitan un soporte
tridimensional para su proliferacién o andamio. El andamio tiene la funcion in
vitro, de lo que in vivo es la matriz extracelular asi como restringir la
proliferacion de otras células en el espacio destinado al cultivo de las células

requeridas.®
Adicionalmente al definir la geometria tridimensional del tejido a ser

disefiado, el andamio provee el microambiente para las células, los enlaces,

proliferacion, diferenciacion y neogénesis tisular, por lo que la composicion
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quimica, estructura fisica y funcién biolégica son atributos importantes del

biomaterial en el que se fabricara el andamio."

Para que un andamio sea util en la ingenieria tisular debe tener ciertas
caracteristicas, como tener microporos interconectados con el fin de poder
cultivar una gran cantidad de células y permita su migracién hacia el interior
asi como una distribucion adecuada de nutrientes, el tamafio optimo del
microporo es de 100 a 500 mm; asi como un area de superficie de

resistencia mecanica adecuada.

La velocidad de la absorcion del andamio, es critica y depende del tejido que
se va a regenerar. Por ejemplo si se van a cultivar células del sistema
esquelético, la velocidad de degradacion del andamio debera ser
relativamente lenta para mantener la resistencia mecanica hasta que el tejido
este casi completamente regenerado, en cambio en el tejido epitelial el

andamio no debera permanecer por mas de un mes.®

Para satisfacer las necesidades de la ingenieria tisular, diversos materiales
se han estudiado. Los polimeros tienen una gran flexibilidad de disefio
debido a que su composicidén y su estructura puede ser elaborada segun las

necesidades especificas.'

Los materiales mas utilizados son los Poli a hidroxiacidos, especialmente
glicdlico y lactico. El acido poliglicdlico y sus copolimeros se degradan
rapidamente reduciendo su resistencia a la mitad en dos semanas, por el
contrario del acido poli L lactico que se degrada muy lentamente, se

necesitan de 3 a 6 afios para su completa reabsorcion.®
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Para algunos tejidos, como el caso de tendones y ligamentos, el médulo de
tensidn y la resistencia son criticos por lo que se ha utilizado seda natural
proveniente del capullo del gusano de seda de primera instancia debido a
sus excelentes propiedades mecanicas, sin embargo se ha reportado
respuesta inmune de rechazo a ella, recientemente se esta investigando el
uso de andamios fabricados a partir de fibras de telarafias genéticamente
modificadas, lo que reafirma la importancia del biomaterial y lo dificil que es

encontrar el ideal para cada tejido."”

En relacién al hueso aunque se ha utilizado fibras de polimeros organicos, el
material mas utilizado son los cristales de hidroxiapatita o el fosfato
tricalcico- combinado con fibras organicas otorgando mejores
caracteristicas. Recientemente se ha comenzado a fabricar andamios
compuestos de nanofiboras o nanofibrfillas que pueden “copiar’ las
caracteristicas arquitecténicas del tejido humano a escala de nanémetros. La
gran area de superficie combinada con la estructura de los microporos

favorece la adhesion, proliferacion, migracion y diferenciacion celular.®

Actualmente existen 3 técnicas para la fabricacion de andamios con
nanofibras: electrospinning, auto-organizacion y separacion de fases, de
ellas, electrospinning ha sido la mas estudiada y la mas aceptada para su

aplicacion en la ingenieria tisular.

El electrospinning ha existido en la literatura desde hace mas de un siglo,
ha sido utilizado para fabricar productos textiles desde los 30’s; esta técnica
se ha retomado para esta area por su habilidad de producir fibras de
diametros en el rango de micrones y nandmetros. El equipo basico utilizado
en esta técnica es una solucidn de polimero en una turbina, un campo

eléctrico y energia eléctrica.
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Bajo el campo, se aplica una fuerza de traccién sobre la solucién de
polimeros y se genera un impulso eléctrico que baja en linea recta a cierta
distancia. Entonces su trayectoria cambia de direccion debido a la
inestabilidad eléctrica para seguir un camino en espiral reduciendo su
diametro. El solvente evaporado en el camino del impulso eléctrico se

solidifica en una fibra en el colector de material.

Este material podria ser la respuesta a las necesidades de la ingenieria
tisular, se ha reportado que las células presentan 70% mas adhesiéon a los
andamios fabricados con nanofibras con respecto a los demas, también se

ha reportado que las células se diferencian con mayor facilidad."
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Figura 3. (a) Proceso de electrospinning. (b) Microfotografia de anofibras de acido polilacti-
glicdlico sintetizadas utilizando la técnica de elec1trospinning.11

La auto-organizacién se puede definir como la organizacion autonoma de
componentes en patrones o estructuras sin la intervencion humana. Estos

patrones o estructuras estdan formados y mantenidos por enlaces no
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covalentes, aunque los enlaces covalentes aislados no son muy fuertes,
cuando estan en conjunto representan casi la mayoria de auto-organizacion
de las macromoléculas del organismo, por ejemplo, en la naturaleza los
fosfolipidos se auto-organizan dependiendo del medio en donde se
encuentran ya sea formando una bicapa como la membrana celular o en

vesiculas, micelas o tubulos si se encuentran en una solucidon acuosa.

Para sintetizar polimeros organicos, por ejemplo el colageno, se utiliza una
molécula péptido-anfifilica (PAs) la cual tiene un extremo hidrofilico y otro
hidréfobo unidos entre si por enlaces covalentes; ésta consiste de una
secuencia de aminoacidos conectados a una cadena larga de un lipido mono
o di alquil-éster. Los péptidos de la region inicial forman una triple hélice
mientras que la region final, lipofilica, se asocia bajo interacciones inducidas
o estabilizadas por la estructura tridimensional de la secuencia de

aminoacidos del grupo inicial.

La separacidon de fases se lleva a cabo cuando un sistema homogéneo
multicomponente se vuelve termodinamicamente inestable bajo ciertas
condiciones y tiende a separarse en un sistema multifase para bajar el
sistema de energia libre. Cuando sucede la separaciéon de fases, la solucion
de polimero se separa en dos fases, una fase rica en polimero y otra fase
con concentracion baja de polimero. Después que se quita el solvente, la
fase rica en polimero solidifica dependiendo del sistema vy las condiciones
de separacion de fases, los materiales resultantes pueden adquirir diferentes
formas fisicas: polvo, espuma de poros pequefios 0 espuma de poros

amplios."
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5.3 Factores de crecimiento

Ademas de células y andamios, la sefalizacion biolégica es un componente
clave para la funcién celular y la regeneracion tisular. Las moléculas de
senalizacion enddgenas no son suficientes ya sea en tipo o en cantidad para
reparar defectos de mayor tamano, por lo que en estos casos es necesario

adicionar moléculas de sefalizacion de manera exogena.

Los factores de crecimiento no pueden ser depositados directamente en el
cultivo ya que se difunden de manera rapida y no ejercen el efecto deseado,
por lo que es necesario utilizar un sistema de difusion de factores (SDF). Una
forma de que el factor de crecimiento esté un mayor tiempo en el lugar de
accioén es colocarlo con un vehiculo adecuado, el cual debe proteger al factor
de crecimiento de ser degradado de forma inmediata liberandolo

gradualmente para que ejerza su accion.™

5.4 Ingenieria tisular periodontal

La ingenieria tisular es un campo emergente de la ciencia con el objetivo de
desarrollar técnicas para al fabricacion de nuevos tejidos para remplazar los
tejidos dafnados y esta basada en principios de biologia celular, biologia del
desarrollo y ciencia de los biomateriales. Estudios preliminares han indicado
que células del ligamento periodontal y hueso pueden ser implantadas en
sitios periodontales sin efectos inmunolégicos e inflamatorios adversos. Esta
claro que los eventos regenerativos del periodonto requieren el reclutamiento
de células progenitoras, su diferenciacion en células especializadas seguido
de la proliferacion de éstas y la sintesis de componentes especializados del

tejido conectivo.®
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Por lo tanto una estrategia de la ingenieria tisular para la regeneracion
periodontal involucra la exploracién regenerativa de las células que residen
en el periodonto, el cultivo de estas en un andamio tridimensional y la
subsecuente implantacion en el defecto. Haciendo esto, el reclutamiento
celular esta cubierto y la predictibilidad del resultado puede ser alcanzada,;
con el disefio de un andamio adecuado y la incorporacién de sefalizaciones
adecuadas es posible superar muchas de las limitaciones asociadas con las

técnicas regenerativas convencionales.®
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6. CULTIVO DE FIBROBLASTOS DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL

6.1 El fibroblasto del tejido conectivo

Los fibroblastos son células mesenquimatosas con funciones vitales del
organismo durante su desarrollo y en su vida adulta, ademas son
responsables de la sintesis de la matriz extracelular del tejido conjuntivo y

tienen un papel importante en la cicatrizacion de las heridas. (Figura 4)

Durante el desarrollo embrionario, es necesaria la interaccion reciproca
epitelio-mesénquima para el desarrollo de diferentes érganos como piel, ojos,
pulmones y otros 6rganos viscerales. El tipo de tejido conectivo formado por

los fibroblastos determinara el tipo y morfologia del epitelio.™

Figura 4. Izquierda. Fluorescencia (1000x) Fibroblasto de ratén. Foto: Dr. Torsten
Wittmann." Derecha.Microscopio de escaneo de fuerza. Imagen de un cultivo de
fibroblastos de ratas bajo condiciones de cultivo éptimas. Las células exhiben estrés en la

red de fibras de actina. Foto:Tobias Reichlin."
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Morfolégicamente, los fibroblastos son células grandes, ahusadas y con
prolongaciones, tienen un nucleo oval con 1 o 2 nucléolos y cromatina

escasa y granulada.

Esta célula puede encontrarse sin actividad, denominada fibrocito, sin
embargo, cuando algun evento la activa se distingue con el microscopio
electronico que su citoplasma incrementa en cantidad, se distinguen
cisternas de reticulo endoplasmico rugoso y un complejo de Golgi bien
desarrollado, entonces el fibrocito se convierte en célula de secreciéon activa

de los componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo.

El principal evento que lo puede activar es la cicatrizacion (Figura 5), aparte
de activarlo a secretar también puede activarse de forma que entre en el
ciclo y comience a dividirse por mitosis, este efecto es mediado por el factor
de crecimiento de fibroblastos FCF el cual es secretado por los

macréfagos.'®

Figura 5. Fluorescencia. Izquierda. Fibroblastos en los bordes de una herida en cicatrizacion.

Derecha. Nucleo de un fibroblasto. Foto: .Jan Schmoranzer "7
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6.2 El fibroblasto del ligamento periodontal

Los fibroblastos del ligamento periodontal se caracterizan por su alta
velocidad de sintesis de colageno, son células grandes, con citoplasma
extenso, un citoesqueleto bien desarrollado y numerosos organelos que se

asocian a la sintesis y secrecion de proteinas.’

Los fibroblastos son las células predominantes del ligamento periodontal y
juegan un papel importante en el desarrollo, funcién y regeneracion del
aparato de sostén del diente. Una de sus principales funciones es secretar
las fibras de colageno que forman la matriz extracelular del ligamento
periodontal que sirve de nicho para otros elementos celulares asi como

moléculas de sefalizacion, irrigacion e inervacion.™

Los fibroblastos del ligamento estan alineados en la direccion de las fibras y
extienden procesos citoplasmaticos alrededor de ellas, estas fibras son
renovadas constantemente por los fibroblastos los cuales tienen la capacidad
de llevar a cabo los procesos de degradacion y sintesis de colageno de

manera simultanea.'®

El ligamento periodontal es, en muchos aspectos, un tejido conectivo unico.
Es marcadamente vascular y celular para un tejido conectivo y contiene
dentro de sus componentes al menos tres distintas poblaciones de células
del tejido conectivo; poblaciones de células que expresan fenotipos de

fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos.®
Ha sido demostrado que una pequefa porcion de células del ligamento

periodontal se encuentran en mitosis en cualquier tiempo. Las células del

ligamento periodontal son altamente activas metabdlicamente; los
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fibroblastos de un molar inferior de las ratas secretan colageno 5 veces mas
rapido que los de la lamina propia de la encia y 15 veces mas rapido que los
fibroblastos de la piel. Se ha calculado que la vida media del colageno de un

molar inferior de una rata puede ser tan corta como un dia.

A la fecha se desconoce con exactitud, si las tres poblaciones diferenciadas
tienen origen en una sola poblacion de células, ésta seria una poblacion de
células madre; o si cada una de ellas proviene de diferentes poblaciones de
células progenitoras. A diferencia de las células del tejido conectivo de la
lamina propia de la encia que solo expresan el fenotipo para fibroblastos de

tejido conectivo.

Esto sugiere que bajo condiciones fisiolégicas, solo las células del ligamento
periodontal pueden sintetizar y secretar cemento para unir las recién

sintetizadas fibras de colageno del ligamento periodontal al diente.

Ademas, las células del ligamento periodontal estan remodelando
continuamente el ligamento periodontal y modelando y remodelando el
cemento y el hueso alveolar. Esto permite que el espacio y la integridad del
LP sean mantenidas conforme el diente asume nuevas posiciones en el

hueso como respuesta de un estimulo fisioldgico, terapéutico o iatrogénico.?
Durante la diferenciacion in vivo los fibroblastos del ligamento periodontal

pueden llegar a diferenciarse en osteoblastos y cementoblastos, formando

hueso o cemento.?°
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6.3 El fibroblasto gingival

Los fibroblastos gingivales juegan un papel importante en el desarrollo,
mantenimiento y reparacion de los tejidos conectivos gingivales. Estas
células responden a diferentes estimulos quimicos como citocinas y factores

de crecimiento.

Al igual que los demas fibroblastos, su principal funcion es sintetizar y
mantener los componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo. Su
estructura morfolégica ha sido extensivamente estudiada, tienen una forma
tipica ahusada, tienen un prominente aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico rugoso, su citoplasma por lo general es numeroso en
mitocondrias, vacuolas y vesiculas. Los microfilamentos intracelulares estan
esparcidos en fibroblastos sin movimiento, sin embargo, se vuelven

prominentes si se activa su migracion celular.

Otra funcion de los fibroblastos gingivales es mantener la homeostasis
participando en diferentes procesos regulatorios como la remodelacién
mediante fagocitosis y sintesis de colageno, también sintetizan una variedad
de metaloproteinasas que degradan los componentes de la matriz

extracelular.

Los fibroblastos gingivales son muy sensibles al medio que los rodea y
responden de acuerdo a los mensajes que reciben, tienen la habilidad no
solo de responder a senales externas, sino también pueden secretan sefales

para autoregularse.

Después de una herida o inflamacion, la matriz extracelular gingival se rompe

y los fibroblastos migran hacia el sitio, se dividen y producen nueva matriz,
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estas células en esta etapa asumen el fenotipo de células del musculo liso y
se convierten en miofibroblastos que son regulados por los factores de
crecimiento y citocinas que hay en el medio para producir matriz, migrar,

proliferarse y adherirse.

La principal diferencia entre los fibroblastos gingivales y los periodontales es

la capacidad para sintetizar fosfatasa alcalina de los ultimos."®

6.4 Células madre del ligamento periodontal

En el ligamento periodontal estan presentes muchas células, adicionalmente
a estas, hay evidencias de poblaciones de células madre las cuales se han
estudiado in vivo. Esta pequefia poblacién de células parece estar
congregada en lugares adyacentes a los vasos sanguineos y exhiben
algunas de las caracteristicas histologicas clasicas de las células madre
como tamafo pequeno y respuesta a los factores de estimulacion, este grupo
de células fue descrito por primera vez por Melcher en 1985 2 (Figura6) y se
han realizado numerosos estudios, para conocer su localizacion, los

procesos en los que intervienen y su aplicacion clinica.?’

Este grupo de células aun esta en investigacion, las aplicaciones clinicas
para la regeneracion del ligamento periodontal por medio de estas células se
ha investigado con resultados favorables en ratas y cerdos, sin embargo,

siguen en investigacion y pruebas.?

El tejido del ligamento periodontal colectado de dientes extraidos es un tejido

humano de facil acceso que podria no soélo servir como una fuente para
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terapias celulares, sino también podria proveer un numero suficiente de

muestras para el andlisis de las caracteristicas de las células madre.?®

periodontal ligament

tooth side bone side

Aentine

progenitor cells lining
vascular channels

paravaseular location of progenitor cells

Figura 6. Esquema de la localizacion de las células madre del ligamento periodontal.22

6.5 Cultivo de fibroblastos

El cultivo celular en la ingenieria tisular, posiblemente comenz6 con la
utilizacion de matrices de colageno y glicosaminoglicanos para la
regeneracion de dermis en la década de 1980, después, las aplicaciones se
fueron diversificando en diferentes areas de la medicina como regeneracion
Osea y de tejido conectivo blando en ortopedia, regeneracion de vasos

sanguineos, cartilago y miocitos.

La obtencién de los fibroblastos gingivales y de ligamento periodontal es por
via quirdrgica tomando tejido conjuntivo y epitelio del sitio donador del mismo
paciente en cavidad bucal (Figura 7), la muestra se coloca en un medio
nutritivo con antibiéticos. Una vez en el laboratorio, se divide en partes

pequefas que se enjuagan con solucion salina, se tratan con una solucién de
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tripsina y se dejan en incubacion por una hora a 37° C, después de este

tiempo se retira el epitelio y se enjuaga con una solucion salina.?*

Signaling molecule addition
Amelogenin, BMP-2/3,
Dental PLAP-1, phosphate

follicle

Cell culture
PDL cells, PDLSC,
follicular cells
: -
Diseased W == Regenerated
periodontium . periodontium
Periodontal +
ligament !
Scaffolds
ECM, polymers

Figura 7. Cultivo de fibroblastos para la regeneracion periodontal.?®

Posteriormente se agrega colagenasa, se deja una noche y se obtienen los
fibroblastos debido a la desintegracidn del tejido conectivo por la enzima.
Después se colocan los fibroblastos en un medio de cultivo compuesto por
suero humano y antibiéticos, durante este periodo se cambia el medio de

cultivo dos veces por semana.

Cuando han crecido los fibroblastos se transportan haciendo una mezcla de
colageno de piel bovina y medio de cultivo. Después se lleva a cabo la
polimerizacion inicial del colageno de la mezcla en un cuarto de temperatura

controlada.?*

Es fundamental para el éxito de la regeneracion periodontal la proteccién del

sitio de reparacion del medio oral. Podria ser util que durante las etapas
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tempranas del proceso de reparacion periodontal se formara fisioldgicamente
un sellado epitelial (evitando su crecimiento hacia apical) que creara un

medio cerrado para que las siguientes etapas tuvieran lugar.

Los eventos asociados con la regeneracidon periodontal son
extraordinariamente complejos y requieren la participacion de muchos, si es
que de todos, los componentes celulares del periodonto. Esto incluye el
componente celular de la inflamacion inicial, reclutamiento de células del
tejido conectivo, su proliferacién y diferenciacion y la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular. Si el tejido dafiado sana por
regeneracion o es reparado por una cicatriz depende de al menos tres
factores que no se excluyen mutuamente: disponibilidad de las células
apropiadas, mediadores solubles celulares que activen estas células y

desarrollo de matriz extracelular.

Es decir, el sistema periodontal es unico, porque para que las nuevas fibras
se inserten en el cemento y hueso, los componentes de reparacién de los
tejidos duros y blandos, deben estar coordinados e integrados. La
regeneracion periodontal requiere distintos tipos de células: fibroblastos,
cementoblastos, osteoblastos y células endoteliales, durante este proceso,

las células deben interactuar con una variedad de mediadores solubles.’
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7. REGENERACION PERIODONTAL UTILIZANDO
FIBROBLASTOS CULTIVADOS POR INGENIERIA TISULAR

Recientemente los investigadores se han enfocado al uso de la ingenieria
tisular para la regeneracion de los tejidos periodontales sembrando células
del ligamento periodontal desarrolladas en cultivos. Las células del ligamento
periodontal y dseas cultivadas, han demostrado que retienen su viabilidad y
fenotipo y esto pudiera llevar a la formacién de una nueva insercion, una
ganancia importante de hueso alveolar y la regeneracion del cemento

después de sembrarlas in vivo.

Lohan van Dijk et al. en 1991 fueron los primeros en sembrar fibroblastos
cultivados para la regeneracion periodontal. Hicieron su experimento en un
perro beagle de 9 afos. Extrajeron un premolar superior para obtener
fibroblastos del ligamento periodontal. Las células obtenidas se cultivaron y
dejaron proliferar en matraces de cultivo de 25m? usando Medio de cultivo
Eagles Dubleco suplementado con 10% de suero fetal bovino. Después de 2
a 3 semanas se formaron monocapas de fibroblastos que se subdividieron

dos veces por semana con tratamiento de tripsina.

Artificialmente se realizaron defectos en las dos raices del lado vestibular del
segundo, tercero y cuarto premolares inferiores del mismo perro. Se
levantaron colgajos mucoperiosticos, se removid el hueso de soporte, se
curetearon las raices y aproximadamente a 5 mm apical a la unién cemento

esmalte se realizaron muescas.?®

Se colocaron las células cultivadas en las superficies radiculares con una

jeringa. Después se reposicionaron los colgajos y se suturaron. En el lado
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opuesto se realizd el mismo procedimiento quirdrgico sin aplicar células y
sirvi6 como grupo control. El perro siguié una dieta blanda, no se realizo
higiene bucal y se sacrifico a los 4 meses. Se obtuvieron muestras que se
fijaron, descalcificaron y se realizaron cortes de 5um que se tifieron con azul

de toluidina y fucsina alcalina.

En los 6 sitios de implantacion celular se observo nueva insercion de tejido
conectivo formado por de fibras colagenas inmaduras que conectaban las
superficies radiculares con el nuevo hueso alveolar formado y los tejidos
gingivales, las superficies cureteadas de las raices estaban casi
completamente cubiertas con cementoblastos formando ramificaciones. Las
células epiteliales no migraron apicalmente sobre la superficie radicular sino
que se mantuvieron hasta la interfase con los fibroblastos cultivados y no se
observo resorcion radicular. En los grupos control se observé migracion

apical del epitelio de union.?

El estudio mostré que el cultivo de fibroblastos del ligamento periodontal es
una técnica util para formar nueva insercion periodontal, estimula la
formacion de tejido 6seo y evita el crecimiento hacia apical del epitelio de

unién asi como la reabsorcion radicular.

En 2002 Dogan et al sembraron células derivadas de un ligamento
periodontal regenerado con el fin de promover la regeneracion en defectos
de furcacion artificiales de un perro. En los premolares inferiores se
realizaron quirdrgicamente defectos de furcacion Clase Il removiendo 5mm

de hueso por el lado vestibular y 2mm en el area intrarradicular. (Figura 8)

Se colocaron membranas de teflon (Gore-Tex E-PTFE material periodontal)

cubriendo las raices expuestas extendiéndose hasta 2mm alrededor de
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hueso alveolar, de esta forma se le dio preferencia a las células del
ligamento periodontal para repoblar la zona de la herida periodontal. Los
colgajos  mucoperiosticos se recolocaron y suturaron cubriendo las

membranas de teflon. %’

4 semanas después de la cirugia, se removieron las membranas y se
obtuvieron biopsias de tejido periodontal regenerado tomando los tejidos que
habian crecido por debajo de las membranas, se reposicionaron y suturaron

los colgajos.?’

Figura 8. Defectos de furcacion realizados quirargicamente en el segundo, tercero y cuarto

premolares inferiores.?’

Las biopsias del tejido periodontal regenerado que se tomaron por debajo de
las membranas de Teflon fueron cortadas en pequenos trozos. Se colocaron
en platos de Petri donde fueron cultivados por el método estandar. El
crecimiento de las células se observé usando microscopio de luz invertida y
la viabilidad de las células se determindé usando la prueba de exclusion
usando tincion con azul Triptano. Las células que habian logrado una

cofluencia fueron contadas con un hemocitdmetro de Thoma y la suspension
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fue ajustada a 2 X 10° células en 0.5 mL de céagulo sanguineo. El coagulo
sanguineo se obtuvo de una puncion venosa del perro y fue colocado en
tubos de ensayo de vidrio junto con la suspension de las células cultivadas
centrifugandose a 700 rpm/min por 2 minutos. Este coagulo sanguineo
autélogo sirvio como acarreador de las células, ya que biolégicamente es
degradable y permite el crecimiento interno vascular y celular después de su

implantacion.

En una segunda intervencion quirurgica, se levantaron colgajos, en los
mismos premolares, se crearon nuevamente defectos de furcacién Clase I
removiendo los restos de tejido periodontal. Se realizaron muescas en la
superficie radicular al nivel del hueso alveolar remanente, el techo de la
furcacion se consider6 como la muesca coronal del defecto. Entonces se
colocé el coagulo sanguineo con las células cultivadas en cada furcacion. Se
reposicionaron los colgajos y se suturaron. (Figura 9) En el lado contralateral
de la mandibula se realizaron defectos en los dientes analogos y se
mantuvieron como grupo control sin adicionar nada. La cicatrizacion de los
defectos en los dos grupos se llevd a cabo sin complicaciones y con minima

inflamacion a los 42 dias. %/

Figura 9. Colocacion del coagulo con fibroblastos en los defectos.”
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A los 42 dias se tomaron biopsias en bloque, se realizaron los cortes y se
tineron con H&E. La cicatrizacion con una nueva formacidn de cemento e
insercion de fibras del ligamento periodontal se encontré en el 75% de los
defectos sembrados en comparacion del 71% en los controles. La formacion
O0sea se encontré6 que ocupaba el 51 % de los defectos de furcacion, a
comparacion del 35 % en los sitios control. La cantidad de cemento formado
fue mas alto en el grupo con células sembradas cuando se comparé con el
control. En ambos grupos no se presenté resorcidon radicular, la migracion
apical del epitelio de union se observd en ambos grupos y alcanzo
aproximadamente el 13-.20% de la extensién coronal del defecto. Sin
embargo, en uno de los defectos sembrados con células todas las
superficies expuestas y el techo de la furcacidon se observaron cubiertas por

nuevo cemento con fibras insertadas.

Los resultados de este estudio indicaron que las células semejantes a
fibroblastos de un ligamento periodontal regenerado promovieron Ila
regeneracion 6sea y la insercion de las fibras del tejido conectivo a la

superficie dentinaria expuesta con la formacién de nuevo cemento. ?’

Hou et al publicaron en 2003 un estudio para investigar los resultados a largo
plazo de un injerto de hidroxiapatita con fibroblastos gingivales (FG-HA)

cultivados en defectos periodontales en tres pacientes.?®

Tomaron fibroblastos del cultivo tejido de papilas sanas de los premolares de
los sujetos que iban a participar en el estudio. El tejido gingival se llevd a
platos de cultivo, se cultivaron en un medio minimo esencial-a suplementado
con 10% de suero fetal bovino y antibidticos. Los cultivos se incubaron a
37°C en aire humidificado con 5% de COZ2. Después de 10 a 14 dias, las

células primarias confluentes se tripsinizaron para formar la capa celular. Se
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cultivaron los fibroblastos gingivales junto con las particulas de hidroxiapatita
(FG-HA) para permitir el crecimiento celular en las particulas superficiales de

la HA y se implantaron en los defectos.

En todos los pacientes se colocaron los injertos de HA con fibroblastos
gingivales. Solo existié un grupo control donde se coloco injerto de HA sin

cultivo celular.

Caso 1. Paciente masculino que presentaba en el primer molar superior
derecho involucracion de furcacion Clase Il. Se realizo fase | y un mes
después de que la inflamacion cedid se obtuvo el cultivo. Presentaba
profundidad de bolsa de 6 a 10mm en la superficie mesiobucal. Dos meses
después se levantd el colgajo, se elimin6 el tejido de granulacién y se
curetearon las superficies radiculares, se encontré un defecto éseo de 4 a 5
mm de profundidad en el lado mesial y bucal del diente, el defecto midié 5
mm del techo de la furcacién al hueso remanente. Se colocé el injerto FG-
HA, se reposicionaron los colgajos, se suturé con nylon de 4-0 y se colocé

un aposito quirurgico.

Se examino radiograficamente el sitio a los 3, 6,9 y 12 meses después de la
cirugia y una o dos veces al afio por los siguientes 2 afios. A los 9 meses se
realizd un procedimiento quirdrgico para exponer el sitio tratado. Se
encontré que la lesidn de furcacion y el defecto 6seo adyacente se habia
llenado con tejido de consistencia gomosa y algunas particulas de HA
todavia eran visibles. Las radiografias revelaron ganancia 6sea en el defecto

y a nivel interproximal.?®

Caso 2. Paciente femenino que presentaba bolsas periodontales profundas

en el primer molar y primer premolar superior izquierdo sin invasién de
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furcacion. Al mes se tomé la muestra para el cultivo y dos meses después de
la fase | se realizd la terapia con injerto de HA-FG en el primer molar e

hidroxiapatita sola (HA) en el premolar.

Los datos clinicos mostraron que ambos sitios produjeron una reduccion
marcada en la profundidad al sondeo. (4-8 vs. 2-5 mm) y ganancia de
insercion (1-7 vs. 0-5 mm). Las radiografias postoperatorias a los 3, 12, 31
y 50 meses reportaron buen llenado éseo, y disminucion de la movilidad en
ambos sitios. Sin embargo, la mejoria fue menor en el defecto tratado con
HA.

Caso 3. El paciente presentaba profundidad al sondeo de 10mm en el primer
molar inferior izquierdo desde la zona vestibular hasta la superficie
distolingual con involucracion de furcacion Clase |l acompafada de movilidad
grado | y recesion gingival en la zona distovestibular. Se realizé la
preparacion de rutina para cirugia periodontal de la misma forma que los
casos anteriores. Se realizo la cirugia 2 meses y medio después de iniciada
la fase | y se observo un defecto de 3 paredes donde se colocé el injerto HA-
FG. El segundo abordaje quirurgico a los 9 meses mostré un llenado
limitado de hueso y adherencia de tejido conectivo blando. Las revisiones
periodontales posteriores revelaron una mejora en la profundidad al sondeo
con bolsas remanentes de 4-5 mm y clinicamente se formd una ganancia

insercion moderada que se conservo por los 6 afos que durd el estudio.

Este estudio mostrd que los sitios tratados con FG-HA lograron una marcada
reduccion en la profundidad al sondeo y ganancia en la insercién al momento
de la reentrada y en las visitas de mantenimiento. El sitio tratado con HA

solamente se llend con tejido conectivo sin presentar nueva formacién 6sea.
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Los autores concluyen que el injerto de FG-HA puede ser una modalidad de

tratamiento que conduzca a la regeneracion de los tejidos periodontales. %

Nakahara T el al, en 2004 utilizaron células del ligamento periodontal de
dientes extraidos considerando que estas células autdlogas pueden tener
enorme potencial para el tratamiento periodontal. Estos autores evaluaron
histomorfométicamente los efectos de las células derivadas del ligamento
periodontal cultivadas y colocadas en una esponja de colageno en defectos
de fenestracion en 6 perros. Obtuvieron células semejantes a fibroblastos de
la raiz de los dientes laterales inferiores de cada perro. El tejido periodontal
fue raspado con un bisturi estéril en la parte media de cada raiz y se colocé
en un plato de cultivo de 60 mm. Las células fueron cultivadas y
criopreservadas hasta que tuvieran subconfluencia para usarse in vitro o in
vivo. También se determin6 su capacidad para formar fosfatasa alcalina. Al
mismo tiempo se prepard6 un andamio hecho de esponja de colageno

extraido de piel de porcino. %°

Crearon defectos periodontales de fenestracion en los perros 6 mm apical a
la cresta del margen alveolar en los caninos superiores de ambos lados. La
superficie radicular fue raspada con instrumentos manuales para remover el
cemento. Justo antes de la implantacion, se colocd la suspension de células
(3 X 10° células) en el andamio de esponja de colageno. La superficie del
andamio cubierta con las células cultivadas se colocd hacia la superficie
radicular. Un defecto fue implantado al azar con este constructo de andamio-
célula. Otro defecto se dejé vacio, sirviendo como control. Los defectos
fueron cubiertos completamente con membranas de teflon (PTFE-e)
ajustadas y fijadas en el lugar con tachuelas para hueso. Estas membranas

fueron colocadas con el fin de retener el andamio con las células en el
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defecto. Se reposicionaron los colgajos mucoperiésticos y se suturaron.

Todos los perros fueron sacrificados a las 4 semanas después de la cirugia.

Se obtuvieron secciones cortadas en un plano buco-lingual en el centro del
defecto y los bloques se tifieron con hematoxilina y exosina y tincion

tricrdmica de Masson para evaluaciones histologicas e histométricas.

Ellos encontraron que la regeneracion de tejido apical fue mas rapida que en
la parte coronal y que en los control. La regeneraciéon del cemento se
observo uniformemente en la superficie radicular en el lado experimental.
Concluyen que la utilizacion de células sembradas induce la regeneracion del
cemento en la superficie radicular indicando el potencial in situ de la

ingenieria tisular usando células autdlogas para la regeneracion. 2°

Actualmente, las células del ligamento periodontal cultivadas, aplicadas en
diferentes andamios o suspensiones, han mostrado ser capaces de inducir

nueva formacion del ligamento periodontal en superficies radiculares.

Hasegawa et al en el 2005, presentaron un método diferente para mejorar la
transplantacion celular mediante el uso de el Poli(N-isopropilacrilamida)
(PIPAAm) como andamio y su poder regenerativo en los tejidos

periodontales en un modelo de dehiscencia mesial en ratas atimicas.*

Aislaron células del ligamento periodontal (CLP) del tercer molar de un
paciente masculino de 20 anos sin periodontitis, el cual fue extraido por
razones ortodoncicas. Después de la extraccion se raspd la seccidn radicular
media con una hoja de bisturi. El tejido obtenido se coloco en recipientes de
cultivo. Una vez que las células migraron cubriendo el fondo del recipiente de

cultivo fueron transplantadas en recipientes de cultivo con PIPAAmM, después
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de 3 semanas de cultivo bajo las mismas condiciones, los cultivos se
trasfirieron a otra incubadora a 20°C y la separacion celular fue monitoreada
por microscopio de contraste de fases. Después de 2 horas de incubacion,
todas las CLP se despegaron espontaneamente debido a la respuesta

térmica de los recipientes de cultivo con PIPAAm.

En 6 ratas hembras de 12 semanas de edad. Se levantaron colgajos en el
primer molar superior de ambos lados, exponiendo el hueso alveolar mesial,
éste fue removido hasta dejar 2 mm del apice al borde de la cresta por toda
la cara palatina usando un cincel Leimen modificado, también se curetearon

las raices para remover el ligamento y el cemento.

Las laminas de CLP obtenidas por tratamiento térmico se transfirieron a la
superficie radicular, se reposicionaron los colgajos y se suturaron con nylon
de 7-0. El lado derecho se uso como grupo prueba y el izquierdo como
control. Se retiraron las suturas 6 dias después de la cirugia. Se sacrificaron

3 animales a la semana de la cirugia y el resto a las 4 semanas post-cirugia.

Durante el tiempo de experimentacion, la cicatrizacion de los defectos en
ambos sitios cursé sin complicaciones. En los 3 animales sacrificados a la
semana después de la cirugia, no se observd nueva insercion de tejido
conectivo en ninguno de los lados. Se observaron gran cantidad de células
inflamatorias en el tejido conectivo gingival de ambos lados. Algunas células
putativas tranplantadas estaban adheridas a la superficie radicular en el sitio
prueba, en el sitio control los tejidos gingivales estaban separados de las
superficies dentinarias radiculares; supuestamente debido a que la

adherencia era mas débil y se perdio en el procesamiento de los cortes.>°
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Las 9 ratas sacrificadas a las 4 semanas post cirugia, se observé una
extensa formacién Osea llegando a una anquilosis con parcial resorcion
radicular en los sitios control. Coronal al hueso regenerado, se observo
tejido conectivo gingival que reveld, -mediante tincion de Arzan- fibras
gingivales paralelas adyacentes a la superficie radicular resultando en

interacciones débiles entre la dentina y las fibras.

En el lado con las tiras transplantadas se observd menor formacion de
hueso, sin embargo, se observé una capa como de cemento acelular y
nuevas fibras insertadas oblicuamente a la superficie radicular. Se observé
anquilosis en pocos cortes histolégicos. La migracion del epitelio de union se
observo a cierta distancia en ambos grupos. Ellos concluyen que la técnica
de ingenieria con hojas celulares puede ser util para la regeneracion

periodontal.*®

Uno de los inconvenientes que se ha encontrado con la utilizacion de
fibroblastos periodontales para la ingenieria tisular es que su obtencion es
limitada por su dificil accesibilidad. Por el contrario, los fibroblastos gingivales
son faciles de obtener, sin embargo, al no ser periodontales, presentan
efectos inhibitorios para la formacién 6sea. Nakajima et al publicaron en
2008 un estudio para investigar el efecto regenerativo de un injerto
compuesto de una matriz multicapa de fibronectina con fibroblastos
gingivales cultivados modificados para expresar fosfatasa alcalina (FN-ALP

por sus siglas en inglés) en defectos periodontales creados en ratas.®’

Obtuvieron fibroblastos de tejido gingival sano de 9 pacientes de entre 35y
54 afios que estaban sometidos a una cirugia periodontal. Las células se
cultivaron en un medio minimo esencial suplementado con suero bovino fetal

al 10% y antibidticos en una incubadora con 95% de humidificacion y 5% de
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CO, a 37°C. Las células se colocaron en platinas de cultivo con fibronectina
de plasma humano y se permitido su crecimiento hasta su confluencia en una
matriz extracelular con 10% de antibidtico. Después se cultivaron en laminas
celulares multicapas en un medio quimico llamado S-Clone que contiene
factor de crecimiento tumoral-p de plasma humano, acido ascoérbico L,
fosfato 2 y antibioticos por 6 dias. Este medio quimico estimulo al fibroblasto
gingival a sintetizar fosfatasa alcalina. Se repiti¢ el proceso por otros 4 dias,
cambiando el medio de cultivo cada 2 dias. La actividad de la fosfatasa
alcalina de las células fue medida con un colorimetro usando p-nitrofenil

fosfatasa.

Se realizaron defectos de fenestracion en las raices de los primeros molares
inferiores del lado izquierdo de 7 ratas macho de 8 semanas de edad. Se
realizé una incision extraoral en la base izquierda,la diseccién del musculo y
el hueso subyacente se fresé bajo irrigacion salina hasta exponer las raices
de los primeros molares, una vez expuestas, se eliminé cuidadosamente el
ligamento, cemento y dentina superficial y se colocé el trasplante en bloque
en cada uno de los defectos. Se reposiciono el musculo y la piel con suturas
de 4-0 de acido poliglicolico. Se les administré un farmaco inmunosupresor
FK506 por via intramuscular diariamente por las 2 primeras semanas y cada

tercer dia por las siguientes dos semanas.

El grupo control estaba compuesto por 3 grupos control con 12 ratas a las
que se les realizaron los defectos sin colocacion de material y a otras dentro
del mismo grupo, a las que se les colocaron las multicapas sin cultivo celular
Se sacrificaron las ratas a los 5, 10, 14 y 28 dias después de la implantacion
y se obtuvieron muestras de la mandibula que fueron tefidas en ftres

diferentes secciones con H&E, Azul alcian e inmunohistoquimica.®’
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El grupo tratado con trasplantes de FN-ALP presentd formacion osea
mediante osificaciéon intramembranosa en los defectos y osificacidon
endocondral en el hueso adyacente a los defectos, en los grupos control con
y sin farmaco inmunosupresor, se observé tejido fibroso y limitada formacion
Osea. En el grupo control que se dejo vacio, mostré formacion de hueso y en
el dia 28, al igual que el grupo prueba, se observd una delgada capa de
cemento en las superficies radiculares y fibras de ligamento ordenadas que

se extendian del cemento al hueso.

Los resultados mostraron que la FN-ALP promovio la formacién de hueso en
los defectos de fenestracidén de las ratas, también ocasionaron la formacién
de ligamento periodontal y cemento. Los transplantes de FN-ALP estan
hechos con células autologas, lo que elimina el riesgo de transmision de
enfermedades, ademas la obtencion de fibroblastos gingivales es facil y con

minima morbilidad del sitio donador.
Este es el primer reporte donde los injertos de fibroblastos incrementan la

formacion ésea y por lo tanto la regeneracion periodontal, sin manipulacion

genética, lo que evita el problema de |a terapia genética.*’
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8. REGENERACION MUCOGINGIVAL UTILIZANDO
FIBROBLASTOS CULTIVADOS POR INGENIERIA TISULAR

Una de las lineas de investigacion de la ingenieria tisular es en la cirugia
mucogingival mediante la implantacion de células vivas, se trata del cultivo
de células del mismo paciente en un andamio o matriz que forma un injerto el

cual posteriormente se coloca en el defecto del paciente.

8.1 Aumento de encia adherida

La creacion in vitro de tejido vivo trasplantable ha sido uno de los objetivos
mas importantes de la ingenieria tisular, uno de los primeros sustitutos
epiteliales realizados por bioingenieria, consisti6 en el cultivo de tejido
autélogo obtenido mediante una pequefa biopsia de tejido conectivo y

epitelial.*?

El primer estudio que evalu6 el uso de Sustituto Dérmico Derivado de
Fibroblastos Humanos (con siglas SDDFH) fue publicado por McGuire y
Nunn. Este estudio evalué la habilidad del SDDFH para aumentar la cantidad
de encia adherida y lo compard con tejido obtenido del paladar del mismo

paciente.®

El SDDFH es un cultivo en tercera dimension de fibroblastos autélogos en un
andamio polimérico. En este estudio se utiliz6 una matriz de poliglactina que
se degrada mediante hidrdlisis dejando las células y los componentes de la
matriz extracelular en el sitio receptor. Los fibroblastos utilizados en el

SDDFH se obtuvieron de prepucios de recién nacidos que se cultivaron por
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meétodos estandar y se criopreservaron hasta su colocacion en la matriz de

poliglactina.

El SDDFH esta disenado para tener dos actividades bioldgicas diferentes.
Primero, el tejido epitelial produce un sustrato que estimula la migracién de
queratinocitos, el colageno y fibronectina favorecen la adhesién y migracion

optima de queratinocitos.

La segunda actividad esta dada por los fibroblastos vivos cultivados que
producen una variedad de factores, entre ellos el factor de crecimiento de
células endoteliales, factor de crecimiento trasformador B, y el factor de
crecimiento de queratinocitos. Los fibroblastos del SDFH se comunican con
las células nativas mediante receptores en la superficie y modulan la
secrecion de factores de crecimiento, matriz extracelular vy

glucosaminoglicanos de tal forma que se produzca la cantidad necesaria.

En el estudio de McGuire se incluyeron 25 pacientes de entre 18 y 70 afios
con encia adherida inadecuada (ya sea por recesion o por falta de tejido
queratinizado) con por lo menos 2 dientes adyacentes en cuadrantes
contralaterales del mismo maxilar. Se escogié aleatoriamente un diente en
cada paciente para recibir un tratamiento con un injerto autélogo, que formo
el grupo control; o con SDFH que formé el grupo de prueba. Los parametros

clinicos fueron tomados a los 3, 5, 7,9 y 12 meses después del tratamiento.*

Una vez asignados los grupos para cada diente, se realizaron los lechos
quirurgicos. EI SDDFH fue entregado a la clinica congelado en hielo seco,
se enjuago siguiendo las instrucciones del fabricante y se adapt6 con tijeras
a las medidas correspondientes a la dimension mesial-distal de los lechos

realizados, la dimensién corono-apical siempre fue de 5 mm. Una vez
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adaptado se suturd en su lugar con una sutura de 5-0 de catgut y se aplicé
una presion leve durante un minuto con una gasa para asegurar la intima
adaptacién al sitio receptor. Por ultimo se colocdé un apdsito quirurgico
compatible con el SDDFH. En el grupo control se utilizd un injerto libre de

paladar y se suturé de la misma forma que en el grupo prueba.

Se dieron instrucciones a los pacientes de no cepillar la zona por 2 semanas
y utilizar colutorios con clorhexidina al 0.02% por un minuto dos veces al dia
por las primeras 4 semanas. Se retiré el apdsito a las 7 semanas. A los 14
dias se dieron instrucciones de cepillado suave. Todos los pacientes se
revisaron semanalmente durante 4 semanas. Tres pacientes aceptaron que
se les realizaron biopsias de los sitios control y prueba a los 6 meses, la
cuales se tifieron con H&E y se comparé el tejido generado en los dos

grupos.

En los resultados, el grupo prueba reportd, en promedio, 0.77 mm menos de
tejido queratinizado, también reportd, en promedio, el doble de contraccion
en comparacion con el grupo control y sin diferencia en contraccion
utilizando multiples capas de SDFH. Las caracteristicas clinicas de color y

textura fueron significantemente mejores en el grupo de prueba.

La principal ventaja del SDDFH es la capacidad de general tejido
queratinizado sin el alto porcentaje de morbilidad y las dificultades clinicas
asociadas a la obtencién quirurgica de un injerto palatino. La desventaja es
que si se usa solo una capa del material, la contraccibn es mayor en

comparacion con el injerto libre.*
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McGuire et al. también estudiaron el SDFH colocado debajo del colgado
durante la técnica de injerto desplazado coronal comparandolo con un injerto

autdlogo de tejido conectivo en pacientes con recesiones.

Se seleccionaron 13 pacientes que tuvieran en al menos dos dientes no
adyacentes contralaterales recesiones clase | o Il de Miller que midieran
3mm o mas. El diente prueba recibié tratamiento con SDFH y el control con
injerto de tejido conectivo. De los sitios prueba, 8 recibieron una sola capa de
SDFH y 5 doble capa. Después de la cirugia se tomaron medidas a la

semana, a 1, 3y 6 meses.

La cantidad de raiz cubierta fue ligeramente mayor en los sitios prueba y la
cantidad de tejido queratinizado fue estadisticamente igual en los dos
grupos. Las caracteristicas clinicas del manejo del SDDFH fueron mejores ya
que la matriz fue facil de colocar en el sitio debido a su poco grosor lo que

facilito el desplazamiento coronal del colgajo.>*

Existe otro reporte de un caso clinico de aumento de encia insertada
publicado por Pini Prato. El procedimiento se realizé en una paciente de 30
afios sin compromiso sistémico, que mostraba falta de encia adherida
asociada a una recesion en el primer premolar inferior izquierdo, esta area
necesitaba tratamiento protésico por lo que era necesario un aumento de

encia adherida.®®

Se tomd una biopsia de 2mm de tejido conectivo y epitelio de la zona
contralateral, la muestra se colocdé en un medio nutritivo con suero fetal y
antibidticos para llevarlo al laboratorio. Una vez en el laboratorio, se enjuago
con una solucién salina y se colocé en una caja de Petri. Después de su

incubacion por una hora a 37°C se eliminé la capa de epitelio y se enjuagé.
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Los fibroblastos se obtuvieron después de la accion por la noche de la
colagenasa tipo 1 a 37°C con 5% de CO2, se llevaron a un contenedor con

suero fetal bovino al 10% el cual se cambié dos veces a la semana.

Los fibroblastos fueron cultivados en una matriz de bencil-éster acido
hialurénico en medio de cultivo de suero fetal bovino, en la semana 8 de
cultivo de los fibroblastos se enjuagé la matriz con solucidén salina hasta
remover el medio de cultivo, se transfirid a un recipiente plastico estéril lleno
de suero nutritivo sin medio de cultivo, se selld6 dos veces bajo condiciones

estériles para su envio a la consulta privada 10 dias después de la biopsia.

El injerto cultivado midié 2 cm x 3 cm x .2 cm y se aplicé en las 24 horas
después de su entrega. Se levant6 un colgajo dejando expuesto el periostio
para proveer vascularizacion, se saco la matriz con el cultivo de fibroblastos
del empaque estéril y se adapto al sitio receptor, se suturaron los extremos
para estabilizarla y no se coloc6 apdsito. Durante las primeras dos semanas
se suspendio el cepillado de la zona y no se prescribieron colutorios para no
dafiar a los fibroblastos. Después de ese periodo, se restablecié el control de

placa.

A los 15 dias, se observé tejido de granulacion sobre la membrana lo que
indicé vascularizacion, a los 30 dias la membrana fue indetectable y habia
sido reemplazada por tejido neoformado. Dos meses después el sitio se

queratinizo y se logré el aumento de tejido.*

McGuire et al han realizado mas investigaciones sobre el aumento de encia
adherida, su mas reciente articulo fue publicado en 2008, en él, compara la
terapia con bicapa celular creada por ingenieria tisular con el injerto libre de

paladar.>®
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La terapia mediante una Bicapa Celular (TBC) no es un injerto de tejido, sino
una terapia de trasporte celular que estimula la reparacion con los tejidos del
mismo paciente. La construccion en forma de bicapa de la matriz parece
tener un efecto sinergistico para la produccién de factores de crecimiento.
Cuando estan presentes de forma conjunta -fibroblastos y queratinocitos-
cada uno produce mas factores que si estuvieran separados. Debido a que
los factores son introducidos mediante células vivas, los factores son

secretados en respuesta a los mecanismos de interaccion de la herida.

La bicapa celular es un producto vivo, construido de colageno bovino tipo |
purificado, fibroblastos aldgenos humanos viables y queratinocitos aislados
de prepucios de recién nacidos humanos obtenidos de bancos celulares
aprobados por la FDA. La capa epitelial fue formada in vitro por la
combinaciéon de fibroblastos con colageno, suero y medio de cultivo de
tejidos en recipiente especial que limita la contraccidn lateral. El colageno se
ensambla en un gel donde estan dispersos los fibroblastos los que contraen
la red de colageno. Se le afiade una suspension de queratinocitos a la
superficie y después de varios dias de cultivo, se sumerge en un medio de
cultivo de tejido. En este momento, se expone la superficie de la TBC al aire
para promover la diferenciacién en epidermis. Después de 7 a 10 dias de
incubacion bajo estas condiciones, se desarrolla una epidermis queratinizada

en la interfase liquida.

La TBC es morfolégica, bioquimica y metabolicamente similar a la piel
humana, sin embargo, la union dermoepitelial es mas lisa que la piel humana
normal, pero el indice de proliferacién celular es similar al de la piel humana,

los queratinocitos basales y los fibroblastos de la matriz tienen mitosis.
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La muestra fue de 25 sujetos de entre 18 y 70 anos sistémicamente sanos,
que tuvieran, al menos, dos dientes no adyacentes en cuadrantes
contralaterales con insuficiente encia adherida (1 mm) que necesitara
tratamiento, sin que estuviera indicada o fuera necesaria la cobertura
radicular. En cada paciente se eligieron de forma aleatoria un diente que
formaria parte del grupo control el cual se traté con injerto libre del paladary

los demas dientes formaron el grupo prueba tratados con TBC.*

Las muestras de las biopsias iniciales fueron representativas de un epitelio
gingival normal con un grado moderado de infiltrado inflamatorio dentro de
los limites normales. Las biopsias a los 6 meses del grupo control y prueba,
mostraron un grado variable de infiltrado inflamatorio caracterizado por
inflamacion perivascular. En general, todos los sitios mostraron una
arquitectura epitelial normal de epitelio escamoso ortoqueratinizado como es

tipica de la encia adherida. (Figura 10)

BCT

FGG

Baseline Surgery 3 Months 6 Months

Figura 10. Sujeto 1, desde el inicio del estudio hasta el sexto mes.*
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El grupo prueba produjo un aumento significativo de tejido queratinizado y
encia adherida con un aumento de 2.40 + 1.02 mm y un incremento de 1.10
+ 1.01 de encia adherida. El grupo tratado con injertos libres produjo un
mayor aumento de tejido queratinizado en 3 meses, 4.36 mm contra 2.54 mm
a los 6 meses, 446 mm contra 2.40 mm; ambos lograron la meta de

aumentar = 2 mm en 6 meses.>®

Aunque los resultados obtenidos con el tratamiento mediante injertos libres
fueron mejores en comparacién con los sitios con TBC, en ambos se
obtuvieron resultados por encima de lo esperado, con la ventaja de la TBC
de que no es necesario de un sito donador reduciendo el dolor y la

sensibilidad del paciente.*®

8.2 Aumento de papila interdental

Los espacios interproximales abiertos, han sido uno de los problemas
estéticos mas dificiles de resolver en la odontologia, Mc Guire y Scheyer
publicaron estudios de aumento de papila con terapia celular. Incluyeron 21
pacientes, con recesion papilar interdental, se escogieron 2 defectos en cada
paciente y se escogio aleatoriamente un diente para el grupo control y otro
para el grupo de prueba. Se tom6 3 mm tejido queratinizado de la region de
la tuberosidad del maxilar con un punch para biopsias y se mandé al
laboratorio para su cultivo con técnicas estandarizadas y se obtuvieron
suspensiones celulares autdlogas que se inyectaron directamente en la
papila al grupo prueba y en el grupo control se inyectd una suspensiéon a

base de medio de cultivo solamente.®’
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A los 7 dias después de la primera inyeccion, se realizé un dafio quirurgico
controlado en las papilas para inducir una respuesta inflamatoria que
permitiera una inyeccion de mayor volumen. Al final del estudio se aplicaron
3 inyecciones a cada sitio de estudio. Se dieron indicaciones de suspender
cepillado, tomar 1.0 mg de acetaminofén 3 veces al dia para controlar la
molestia del sitio y se prescribié clorhexidina al 0.12% dos veces al dia
después de comer. De 5 a 7 dias después de la primera inyeccion se
removio la placa formada, se prescribid cepillado suave dos veces al dia, el
uso de hilo dental una vez al dia y se suspendié el uso de clorhexidina. Se

realzaron mediciones a los 2, 3 y 4 meses después del tratamiento.

El analisis primario de eficacia no mostré un efecto significativo del
tratamiento, sin embargo, las areas tratadas, mostraron un porcentaje de
incremento en altura a los 2 meses después de la cirugia. La diferencia
entre los sitios prueba y de prueba, a los meses fue significativa, sugiriendo

que el tratamiento prueba fue superior al control. (Figura 11)

Los resultados sugieren que la inyeccion de fibroblastos autélogos cultivados
y expandidos puede ser eficaz para el tratamiento de insuficiencia de papila
interdental, sin embargo, se necesitan mas estudios a largo plazo al

respecto.’’
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Figura 11. A. Fotografia al comienzo del estudio. B. Imagen del mismo sitio con el
tratamiento prueba que muestra formacion de tejido a los 4 meses después. 3
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9. CONCLUSIONES

i

]

La ingenieria tisular no solo requiere de cultivos con células sino
también la presencia de sustancias de sefalizacién (ej. citocinas,
factores de crecimiento) y de un andamio adecuado que debe usarse
para entregar estas células y sustratos en el sitio del defecto y hacer

posible la regeneracion.

La ingenieria tisular ha creado una nueva alternativa para la
regeneracion de defectos periodontales ocasionados por la

enfermedad periodontal.

Los estudios de la implantacion de fibroblastos periodontales
cultivados junto con andamios bioabsorbibles en los defectos
periodontales han presentado resultados promisorios, sin embargo

todavia se requiere mayor investigacion.
Los injertos gingivales creados por ingenieria tisular son capaces de

generar tejido queratinizado sin las dificultades clinicas asociadas con

la cirugia para la obtencion del tejido donante.
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