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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los defectos mucogingivales son producto de enfermedades 

periodontales, problemas anatómicos, del desarrollo y/o traumáticos; 

representan lesionescuyo tratamiento es limitado, debido no solo a las 

características  específicas de la mucosa oral sino también a causa de la 

insuficiente cantidad de tejido donante autólogo, obtenido generalmente del 

paladar,  para el tratamiento de tales defectos.  

Anteriormente, en respuesta a estas limitantes se reportó la necesidad 

de acudir a fuentes donantes extraorales, como la piel. Sin embargo, se 

observó que el uso de piel no tiene buenos resultados terapéuticos a causa 

de los problemas que implica injertar un tejido diferenciado sobre otro con 

características distintas. Varias investigaciones demostraron que la piel 

injertada en la cavidad oral conserva estructuras originales, así como su 

textura y apariencia, independientemente de los cambios que ocurren en el 

medio circundante, aún años después de ser injertada.  

 Las modalidades terapéuticas disponibles, comúnmente utilizadas, 

entre las que destacan; el injerto libre autólogo y el injerto de tejido conectivo 

subepitelial al presentar limitaciones e inconvenientes han justificado la 

exploración de nuevas alternativas de tratamiento. 



  
 
 

  5 

La medicina regenerativaha reportado importantes hallazgos 

representando un ámbito de estudio en constante desarrollo y crecimiento a 

nivel mundial. Estadisciplina médica, relativamentenueva es impulsada 

fundamentalmente por tres grandes ramas; terapia celular, inducción 

farmacológica e ingeniería de tejidos, ésta última se define como el campo 

multidisciplinario que integra tanto principios de biología, como de medicina e 

ingeniería para desarrollar sustitutos biológicos que restauren, mantengan y 

mejoren la función de los tejidos; mejorando la forma en que se brinda 

atención médica a la población así como la calidad de vida de millones de 

personas a partir de optimizar la función de tejidos y órganos.  

La ingeniería tisular integra tres componentes básicos que son: 

moléculas de señalización,  células y matriz extracelular. Cada uno de estos 

elementos juega un rol primordial en el proceso de reparación y 

regeneración. Las células proveen la maquinaria para el crecimiento tisular, 

mientras que las moléculas de señalización modulan la actividad celular y 

proporcionan la estimulación necesaria para su diferenciación a la vez que 

inducen la producción de matriz extracelular la cual proporciona nutrición y 

soporte, permitiendo de esta forma un desarrollo tisular adecuado.(Figura 1) 

 

 



  
 
 

  6 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  1. Representación esquemática de los elementos en la regeneración tisular periodontal1 

En la actualidadpueden ser obtenidas, cultivadas y expandidas una 

amplia variedad de células autólogas en varios órdenes de magnitud in vitro. 

De hecho el cultivo de células epiteliales y dérmicas para elaborar cobertura 

de heridas ha sido estudiado desde hace varios años, lográndose obtener 

cultivos tridimensionales que semejan órganos tales como la piel. Asimismo, 

para producir bioimplantes de mucosa oral queratinizada se han empleado 

varias técnicas, desarrolladas a partir del cultivo celular in 

vitrodequeratinocitos y fibroblastos.(Figura 2) 
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Figura  2. Avances en ingeniería tisular. Representación de células cultivadas sobre matriz biodegradable.2, 3 

 

Hoy en día las técnicas de ingeniería tisular aplicadas en la terapia 

periodontal, alguna vez consideradas sólo como un área experimental de 

interés, se relacionan con la regeneración de hueso alveolar, cemento y 

ligamento periodontal alcanzando con éxito tal propósito mediante el uso de 

una amplia gama de recursos, tales como; colocación de 

 

 

Paciente  

Biopsia  Obtención y 
cultivo celular   

Matriz degradable  

Células en la matriz 

Tejido nuevo



 
 
 

 

m

p

m

f

m

q

f

o

r

a

f

f

m

membranas

por mencio

Con 

matrices b

fabricar est

La i

mucosa or

queratinoci

fibroblastos

observar q

representad

aproximada

fundamenta

factores de

mucosa ora

s,sustitutos

onar alguno

respecto 

biológicas r

tructuras tri

ngeniería 

ral se ha e

tos. La sec

s influencia

que estos 

do por un

amente, co

al para la 

e crecimie

al in vitro. 

Figur

s óseos e i

os. (Figura 3

a la rege

reabsorbibl

dimensiona

tisular enc

enfocado e

creción de 

a de forma

últimos a

na matriz

on lo cual 

producció

ento que p

ra 3. Tabla. Enfo

 
incorporaci

3) 

eneración 

les, solas 

ales que sir

caminada a

n la intera

moléculas

 paracrina 

al encontra

sufren ap

se concluy

ón de matr

proveen el

oque de Ingenie

ón de molé

mucogingi

o sembra

rvan como 

a la produ

cción celul

s de señaliz

a los que

arse en m

poptosis lue

ye que los

riz extrace

 ambiente

ería tisular en Pe

éculas de 

val se ha

das con c

material de

cción de s

lar, entre f

zación por 

ratinocitos,

onocultivo 

ego de do

s fibroblasto

elular y ela

e óptimo p

eriodoncia.4
 

señalizació

an emplead

células, pa

e injerto.  

sustitutos d

fibroblastos

parte de l

, permitiend

sin sopor

os seman

os son par

aboración d

para gener

8

ón, 

do 

ara 

de 

s y 

os 

do 

rte 

as 

rte 

de 

rar 

 



 
 
 

 

d

i

p

o

d

c

 

 

Con 

desarrollad

intestinal de

periodontal

obtiene del

de compo

composició

 

 

 

 

 

el fin de

do el uso 

e cerdo, pa

les. El SIS 

l intestino d

onentes ce

ón. (Figura 4

e aplicar la

de andam

ara promov

(Small inte

del cerdo, d

elulares y

4 y 5) 

Figura 5.  A

Figura 4. 

 
a ingenier

miajes com

er la repara

stinal subm

dejando int

y tiene co

Aspecto micros

 Aspecto clínic

ía tisular

mo la mem

ación y reg

mucosa por 

tacta la ma

omo princ

cópico de SIS.4

co de SIS.4

en periodo

mbrana de 

eneración d

sus siglas 

atriz comple

cipal carac

4

oncia se h

submucos

de los tejid

en inglés) 

eja, sin rast

cterística 

9

ha 

sa 

os 

se 

tro 

su 

 



 
 
 

 

t

B

a

p

Anal

tipo I, III, IV

B, heparina

asimismo fa

para la ang

 

 

lizada segú

V y VI,glicos

a y heparán

actores de 

giogénesis, 

ún sus car

saminoglica

n sulfato), p

crecimiento

desarrollo

Figura 6.  Com

 
racterística

anos (ácido

proteoglican

o los cuale

y diferencia

mponentes de SI

s bioquími

o hialurónic

nos y glico

s generan 

ación celula

IS y dermis hum

icas contie

co, condroit

proteínas (

un ambient

ar. (Figura 

mana.4

ene colágen

ín sulfato A

fibronectina

te conductiv

6) 

10

na 

A y 

a); 

vo 

0 



  
 
 

  11 

 

Hoy por hoy, existen numerosas líneas de investigación enfocadas a 

la producción de equivalentes o sustitutos de mucosa oral y su aplicación en 

diversos defectos mucogingivales. En este trabajo se pretende generar un 

equivalente de mucosa oral queratinizada, el cual a partir del desarrollo de 

investigaciones futuras pueda ser aplicado como injerto autólogo cuando se 

busque tratar defectos mucogingivales, devolviendo estética y función.  
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2.  ANTECEDENTES  

 

Sustitutos basados en monocapas 

En el proceso de elaboración de sustitutos de mucosa oral diversas 

aproximaciones han sido generadas, las cuales dependen en gran medida 

del estado de conocimiento, avance tecnológico y científico acerca de los 

procesos de reparación y cultivo celular. 

Al describir Rheinwald y Green en 1975 un método de cultivo de 

queratinocitos, se abrió la posibilidad de generar láminas de estas células 

para ser usadas como cobertura de heridas. De esta forma, los primeros 

intentos de reemplazar tejido oral perdido con tejido artificial se basaron en el 

uso de láminas de queratinocitos como injertos5, 6 

En general, se utilizan dos métodos para la obtención de monocapas 

de queratinocitos de mucosa oral; el tejido disgregado con enzimas (dispasa, 

tripsina y/o colagenasa) y el tejido epitelial cortado en pedazos pequeños o 

explantes. Las fuentes de material para uno y otro procedimiento han sido 

tejido gingival de paladar duro y de otras regiones de la mucosa oral. 5, 7,8 

En la obtención de láminas de queratinocitos a partir de células 

disgregadas, la técnica más efectiva y conocida es la de Rheinwald y Green.6 

En esta técnica, los queratinocitos se cultivan sobre una capa base de 

fibroblastos murinos 3T3, irradiados subletalmente para evitar su 
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proliferación. Sin embargo, versiones modificadas del método se han 

reportado, en donde las células son tratadas con mitomicina C o los 

fibroblastos 3T3 son reemplazados por fibroblastos humanos.9 

Aunque algunas de las láminas epiteliales obtenidas, no exhiben 

signos de diferenciación terminal ciertos autores  reportan queratinización. 

Las láminas epiteliales una vez formadas, son desprendidas de la superficie 

de la caja de cultivo y llevadas al lecho de la herida, donde se suturan e 

inmovilizan mediante una placa acrílica protectora para brindarles soporte y 

sostén. 

Las aplicaciones clínicas de estas láminas han sido varias: 

cicatrización de heridas de paladar asociadas a palatoplastía convencional, 

vestibuloplastía, cobertura de defectos mucogingivales, reconstrucción de 

cavidad oral post-escisión de tumores y gingivoplastía asociada a terapia de 

implantes. Entre los inconvenientes de este tipo de injertos se encuentran su 

pobre resistencia al estrés mecánico, debido a la ausencia de tejido 

conectivo, y su fragilidad. 

En las investigaciones desarrolladas por Izumi y colaboradores en 

1999, se resalta la importancia del papel del tejido conectivo subyacente y 

del flujo sanguíneo en la restauración de la función mecánica, la adhesión y 

nutrición de la porción epidérmica.10 Por lo anterior, los esfuerzos se centran 

en el desarrollo de un análogo de mucosa oral constituido no sólo por 
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láminas de epitelio sino un biomplante en el que interactúe el componente 

epidérmico y dérmico, que asemeje la estructura de la mucosa oral.  

 

Sustitutos Bicapa 

Estos modelos están constituidos por dos capas: una equivalente de 

tejido conectivo o análogo de matriz extracelular (ECMA, por sus siglas en 

inglés) empleado como sustrato y otra que semeja el epitelio, esta última 

conformada por queratinocitos cultivados sobre la ECMA o sobre materiales 

sintéticos como la silicona. En general, se cree que los análogos bicapa 

cumplen el papel de vehículos de liberación de células o factores de 

crecimiento. Los materiales más comúnmente usados como ECMA son: 

colágena tipo I, combinación de colágena tipo I y II, Alloderm (Dermis 

humana cadavérica acelular no inmunogénica), mezcla de constituyentes de 

lámina basal; que incluye laminina, colágena tipo IV y fibronectina, entre 

otros.10, 11, 12,13 

Yannas y colaboradores en 1980, desarrollaron la primera membrana 

bicapa compuesta por una esponja de colágena asociada acondroitín-6-

sulfato y una capa externa de silicona grado médico, de cerca de 100 mm de 

espesor. Cuando la membrana es injertada sobre las heridas, los fibroblastos 

y capilares infiltran la matriz la cual gradualmente es degradada y 

remodelada para proporcionar una dermis o tejido conectivo artificial sobre la 
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que migra el epitelio periférico. Después de la epitelización, la capa externa 

es removida. El sustituto desarrollado por Yannas fue evaluado como 

cobertura de heridas dermales y de mucosa bucal en conejos.5 

Más adelante, Omura y colaboradores, elaboraron una esponja de 

colágena, desnaturalizaday entrecruzada hidrotermalmente sin la aplicación 

de condroitín-6-sulfato; estas modificaciones resultaron importantes ya que la 

colágena desnaturalizada minimizó la antigenicidad y el entrecruzamiento 

térmico redujo la citotoxicidad al evitar el uso de glutaraldehído para el 

desarrollo de la aplicación. La membrana modificada fue aplicada sobre 

defectos de mucosa oral luego de resección de tumores. 5 

Co-cultivos organotípicos 

El epitelio de revestimiento es un  tejido superficial con capas 

expuestas al medio externo e interno, que se nutre por difusión de factores 

desde la capa basal. Esta situación es alterada en los sistemas de cultivo 

convencionales o sumergidos. En estos, las células epiteliales crecen 

inmersas en el medio de cultivo nutridas desde arriba, sin la presencia de 

matriz extracelular específica y privadas de su soporte mesenquimático.7,8 

 Con el fin de mejorar estas condiciones de cultivo y crear un modelo 

que imite la situación fisiológica, se han desarrollado los co-cultivos 

organotípicos. En estos, los análogos de dermis son sembrados con 

fibroblastos y una vez se haya desarrollado seudodermis, se siembran sobre 
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ella queratinocitos  que se dejan crecer por un tiempo determinadoen cultivo 

sumergido. Luego, la matriz se expone a la interfase aire líquido en cámaras 

de cultivo organotípicas.5, 7,8 (Figura 7) 

El análisis de estos co-cultivos indica que el procedimiento mejora la 

arquitectura tisular y la expresión de productos de diferenciación, incluyendo 

componentes de la lámina basal. Se cree que entre más diferenciado el 

epitelio del equivalente mucoso, más estabilidad y funcionalidad presenta al 

ser injertado. 10 

Por su parte Odioso y cols., en 1995, desarrollaron un modelo de co-

cultivo de queratinocitos y fibroblastos gingivales. Emplearon como soporte 

tridimensional para el cultivo de fibroblastos una malla de nylon en lugar de 

colágena, ya que de acuerdo a lo planteado por los autores ésta altera la 

actividad metabólica celular. Las células epiteliales fueron sembradas sobre 

la capa estromal confluyente, proliferaron y se diferenciaron hasta formar un 

epitelio escamoso estratificado. El análisis histológico reveló arquitectura 

celular exhibiendo interacción estroma-epitelio, la cual soporta el crecimiento 

y la diferenciación de la capa epitelial.De acuerdo con la prueba de azul de 

tiazol (MTT) para función mitocondrial y la incorporación de timidinatritiada, el 

co-cultivo era metabólicamente activo. El modelo de co-cultivo gingival 

humano fue viable por más de 35 días post-siembra epitelial. Aunque este 
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análogo desarrolló un componente epidermal bien diferenciado al no ser 

biodegradable el soporte, su uso como sustituto de mucosa oral es limitado.13 

Asimismo en 1997 Tomakidi y cols.,  generaron un modelo de co-

cultivo organotípico de queratinocitos sobre un gel de colágena sembrado 

con fibroblastos aislados del surco gingival. El análisis histomorfológico 

reveló su estrecha similitud con epitelio gingival no queratinizado nativo. Este 

modelo de co-cultivo presentó un componente epidermal bien diferenciado.12 

 

 

 

 

 

 

Co-cultivo de queratinocitos sobre Alloderm 

Alloderm es la marca registrada de una matriz dermal acelular 

obtenida a partir de piel humana cadavérica. La estructura tiene polaridad ya 

que en su superficie está presente la lámina basal, para permitir la adhesión 

y el crecimiento de los queratinocitos, y subyacente se encuentra la matriz 

porosa que permite la infiltración de fibroblastos y células epiteliales del 
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Figura 7. Esquema.  Cultivo organotípico.7
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huésped. Su espesor la hace menos frágil que las láminas de queratinocitos 

lo cual facilita su manipulación, aplicación y estabilización dentro de la 

cavidad oral. 10, 11 

Ha sido evaluado como alternativa a los injertos de piel de espesor 

parcial y para reducir la cicatrización y contracción de lesiones de mucosa 

oral. La matriz dérmica acelular es colocada sobre los defectos de forma 

similar a como se injerta mucosa natural, es suturada y según su localización 

es protegida con placas de acrílico para evitar su desplazamiento, permite la 

infiltración celular y neovascularización al igual que la epitelización a partir de 

los bordes de la herida, sin evidencia de respuesta inmune o rechazo . Las 

dos desventajas principales del Alloderm son su dependencia de la 

epitelización periférica y, ante la ausencia de epitelio, la carencia de efecto 

angiogénico.10, 11 

En 1999 Izumi y cols. , produjeron un equivalente de mucosa oral 

humana tipo bicapa sembrando queratinocitos cultivados sobre Alloderm. El 

co-cultivo presentó actividad metabólica y retuvo la membrana basal intacta 

en un medio químicamente definido. A los 18 días se hizo evidente la 

presencia de epitelio estratificado con láminas basal, espinosa y córnea.10 

Un año más tarde Izumi y cols., de acuerdo con  las investigaciones 

generadas por Jayme14acerca de alternativas en el cultivo de células de 

mamíferos, desarrollan y caracterizan un equivalente de mucosa oral en un 
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medio de cultivo libre de suero fetal bovino y sin una línea de fibroblastos 

como capa alimentadora para los queratinocitos, minimizando de esta forma 

la exposición a virus y/o distintos agentes patógenos que pudieran estar 

relacionados con los fibroblastos y/o el suero fetal bovino, de esta manera los 

queratinocitos fueron directamente cultivados sobre Alloderm.15 

Ensayos preclínicos  

Varios estudios preclínicos de los sustitutos de mucosa oral se han 

realizado en modelos porcinos, caninos, conejos y en cerdos de guinea. Los 

resultados han sido diversos y el grado de éxito o fracaso de cada una de las 

estructuras evaluadas no han permitido generar una idea clara y definida 

sobre la eficacia y aplicación de un modelo de mucosa oral equivalente de 

forma concluyente.  

Así Feinberg y colaboradores  en 1989, utilizaron una matriz de 

colágeno bovino tipo I (ED) como sustrato sobre el cual sembraron 

queratinocitos autólogos obtenidos de especímenes caninos para formar un 

equivalente de mucosa oral (EMO). Los investigadores injertaron EMO, ED y 

láminas epiteliales sobre rebordes alveolares mandibulares en los cuales se 

había eliminado el tejido epitelial y conectivo sin remover el periostio.16 

Por su parte Sugimura y colaboradores  en 1997, investigaron los 

cambios morfológicos producidos después de trasplantar una lámina 
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cultivada de epitelio oral humano sobre la cara interna de un colgajo 

rectangular dorsal  en ratones atímicos.17 

Recientemente, Ophof y  colaboradores  en 2002 produjeron un 

sustituto de mucosa oral a partir del cultivo de queratinocitos gingivales 

obtenidos de perrosbeagle sobre una sustrato derivado de piel canina, el cual 

mostró características histológicas e inmunohistoquímicas semejantes a la 

mucosa oral nativa. Ellos advierten sobre la importancia del desarrollo de 

estudios futuros en los cuales el antes mencionado sustituto sea injertado en 

lesiones palatinas simuladas en especímenes caninos. Llegando así 

eventualmente, a la generación de investigaciones sobre modelos humanos 

aplicables en el tratamiento de diversas lesiones, como las presentes en 

pacientes con labio y paladar hendido.18 

Ensayos clínicos  

Ensayos clínicos de sustitutos de mucosa oral en humanos incluyen 

reconstrucción de estructuras orales secundaria a resección de tumores, 

para el cubrimiento de defectos mucoperiósticos posterior a palatoplastía, 

vestibuloplastía, gingivoplastía y en pacientes con déficit severo de encía 

adherida, por mencionar algunos.  

En  1990 Langdon y cols.,  reportaron el trasplante de una lámina 

epitelial a sitios retirados por maxilectomía radical secundaria a carcinoma 

escamocelular de seno maxilar. En general, se observó la asimilación del 
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injerto y la formación de una mucosa oral saludable igual a la mucosa 

circuandante.19 

Por su parte De Luca y colaboradores en 1990, cultivaron epitelio 

palatino de pacientes que presentaban defectos mucogingivales y luego lo 

injertaron en tales sitios. Histológicamente, a las tres semanas estaba 

presente un epitelio bien diferenciado y un conectivo subyacente sin signos 

de inflamación.20 

Mientras que en 1994, defectos supraperiósticos generados en el 

procedimiento de profundización de vestíbulo fueron cubiertos con láminas 

cultivadas de queratinocitos gingivales autólogos. Lauer reporta a los 20 días 

postoperatorios la presencia de un epitelio queratinizado, además de no 

observarse diferencias topográficas entre el área injertada y el tejido gingival 

vecino.21 

En otro estudio Raghoebar y colaboradores en 1995, cultivaron 

mucosa palatina autóloga y con las láminas obtenidas cubrieron defectos 

generados por vestibuloplastías. A los tres meses evaluaron clínica e 

histológicamente los injertos; la mucosa injertada semejaba la mucosa 

palatina original, estaba vascularizada, no presentaba reacción a cuerpo 

extraño y mostraba una unión sin contracción.22 
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Sustitutos bicapa constituidos por una lámina externa de silicona y una 

esponja de colágena desnaturalizada y fibrilar entrecruzada 

térmicamente,también han sido ensayados. En 1997 Omura y cols., 

ocuparon esta clase de injerto sobre defectos mucosos generados después 

de la eliminación quirúrgica de tumores en paladar duro, lengua y encía. La 

epitelización se completó 4 a 5 semanas después de la cirugía, sin que se 

presentara infección local ni reacción de rechazo, mientras que la 

contracción postoperatoria fue mínima.23 

Asimismo en 1997 Tsai y colaboradores, cultivaron epitelio mucoso 

autólogo para emplearlo como injerto reconstructivo en pacientes que se les 

había realizado resección de tumores para proceder luego con la colocación 

de implantes. Los hallazgos histológicos revelaron un epitelio escamoso 

estratificado sin queratinización y algunas células inflamatorias en los 

espacios intercelulares, con un tejido conectivo que exhibía capilares 

ectópicos e infiltrado inflamatorio.24 

Para 1998 Ueda y cols., realizaron un estudio con pacientes en un 

rango de edad entre los 40 a 70 años, sometidos a terapia de implantes. La 

mucosa fue obtenida durante una primera cirugía, cultivada y posteriormente 

injertada en una segunda. Una semana después del injerto, en la mayoría de 

los casos la lámina epitelial estaba adaptada al sitio y la zona había 

epitelizado. Desafortunadamente, en algunos se observó necrosis parcial del 
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injerto, eritema, exudado y sangrado, sin embargo en todos los casos los 

rebordes alveolares estuvieron correctamente cubiertos por encía adherida y 

no se presentó inflamación alrededor de los tornillos de cicatrización.25 

Por su parte  Rhee y colaboradores en ese mismo año, evaluaron el 

uso de Alloderm para la reducción de la cicatrización y contracción de 

lesiones de mucosa oral, luego de la resección de tumores primarios 

intraorales. La localización de las lesiones primarias incluían: lengua, piso de 

boca, maxilar, mandíbula, paladar duro y/o blando, labio y amígdalas. Los 

resultados histológicos demostraron epitelización desde los tejidos 

circundantes, al igual que infiltración celular.11 

Mientras que Sumi y cols., en 1999 aplicaron injertos de epitelio 

cultivado en pacientes con labio y paladar hendido, las láminas de epitelio 

fueron injertadas sobre las superficies cruentas generadas en el proceso de 

palatoplastía convencional. Las áreas injertadas cicatrizaron después de 2 a 

3 semanas en todos los casos.26 

En la cobertura de amplios defectos de mucosa oral generados por la 

escisión de diversas patologías tales como; hiperqueratosis y paraqueratosis, 

épulis fisuratum y carcinoma de células escamosas, entre otras. Bodner y 

Grossman en 2003, reportaron la aplicación de injertos de mucosa oral 

cultivados a partir de queratinocitos autólogos. Tres meses después de 
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lacirugía el área injertada se encontraba cubierta por mucosa sana sin signos 

de infección o rechazo aparentes.27 

Mientras que en ese mismo año Izumi  y cols., comparan la eficacia 

entre el Alloderm y un equivalente de mucosa oral generado a partir del 

cultivo de queratinocitos autógenos  como injerto en pacientes sometidos a 

cirugía de escisión de lesiones premalignas o cancerosas, encontrando 

resultados más favorables cuando el equivalente de mucosa oral fue 

utilizado.28 

 

En el 2007 Hotta y cols., producen un equivalente de mucosa oral  a 

partir de queratinocitos gingivales sin ocupar suero fetal bovino ni capa 

alimentadora celular, con el propósito de analizar clínica e 

histopatológicamente su eficacia en el proceso de epitelización y 

cicatrización en pacientes con carcinoma de células escamosas y 

leucoplasia.29 

En España, González y cols., durante  el 2009 obtuvieron mediante 

cultivo in vitro de queratinocitos orales sobre una submucosa artificial 

constituida por colágena y fibroblastos humanos, láminas de tejido oral en las 

que se pudieron identificar estructuras de una mucosa oral completa las 

cuales fueron injertadas en ratones atímicos para conocer su 
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comportamiento in vivo.30Mientras que en México Monteagudo y 

colaboradores en 2009, desarrollaron injertos autólogos a partir del cultivo de 

fibroblastos gingivales sobre una matriz biológica para la cobertura radicular 

como opción en el tratamiento de recesiones gingivales.31 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 Una de las limitantes a las cuales se enfrenta la terapia mucogingival 

consiste en la escasez de mucosa oral autóloga suficiente como injerto para 

la corrección exitosa de defectos mucogingivales a nivel estético y funcional. 

 Los autoinjertos de piel, presentan una marcada diferencia clínica en 

cuanto a consistencia y color, asimismo los patrones de queratinización son 

diferentes con respecto a los de la mucosa oral, además de la presencia de 

anexos cutáneos. 

Por su parte los injertos mucogingivales, requieren de dos sitios 

quirúrgicos, uno donador y otro receptor. Este hecho origina mayores 

molestias postoperatorias y dificultad en la hemostasia, además de que el 

sitio quirúrgico donante cicatriza, en ocasiones, por segunda intención. 
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4. JUSTIFICACIÓN  

 Basados en el hecho de la baja disponibilidad de mucosa oral como 

autoinjerto y las importantes desventajas que conllevan el uso de injertos 

epiteliales en la corrección de defectos mucogingivales. La ingeniería de 

tejidos busca mediante el desarrollo de bioimplantes que semejen lamucosa 

oral queratinizada proporcionar una opción viable, eficaz, accesible y que 

pueda ser aplicada de forma exitosa en la terapéutica periodontal. 

 Mediante el desarrollo de un biomaterial similar a la mucosa oral, 

producidoin vitro, que sea capaz de interactuar con las zonas adyacentes 

receptoras para regenerar el tejido evitando contracción del mismo; será 

posible eludir la necesidad de dos lechos quirúrgicos, situación que 

incrementa molestias y complicaciones postoperatorias, además de hacer a 

un lado dificultades relacionadas con la disponibilidad del tejido donante, 

pues a partir de una pequeña biopsia de tejido gingival y en un tiempo 

relativamente corto, será posible producir dicho bioimplante con 

características similares a las de la mucosa oral queratinizada que servirá 

como autoinjerto, el cual cumplirá con los patrones necesarios para generar 

éxitos funcionales y estéticos en la cirugía periodontal.  

 

 



  
 
 

  28 

5. OBJETIVOS  

        5.1  Objetivo general  

Elaborar un biomplante de mucosa oral in vitro mediante co-cultivo de 

fibroblastos y queratinocitos gingivales sobre una membrana de submucosa 

intestinal de cerdo. 

 

5.2 Objetivos específicos  

 Obtener y cultivar fibroblastos gingivales. 

 Obtener y cultivar  queratinocitos gingivales. 

 Producir el co-cultivo de queratinocitos y fibroblastos gingivales sobre 

una membrana de submucosa intestinal de cerdo 

 Analizar histológicamente el co-cultivo, además de evidenciar la 

eficacia de la membrana de submucosa intestinal de cerdo en su 

modalidad fenestrada, como soporte para la generación del 

bioimplante con características histológicas semejantes a la mucosa 

oral.  

 Caracterizar metabólicamente el co-cultivo, utilizando el método de 

reducción del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol). 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

Declaración de Helsinki 

De acuerdo con lo establecido en los principios básicos y de 

investigación biomédica no clínica en la Declaración de Helsinki sobre las 

recomendaciones para la orientación en la investigación biomédica en seres 

humanos, adoptadas por la 18a Asamblea Médica Mundial Helsinki, 

Finlandia, junio de 1964 y modificadas por la 29a Asamblea Médica Mundial 

Tokio, Japón, octubre de 1975, por la 35a Asamblea Médica Mundial 

Venecia, Italia, octubre de 1983 y por la 41a Asamblea Médica Mundial Hong 

Kong, en septiembre de 1989; se informa al paciente acerca de los objetivos, 

métodos, beneficios previstos y posibles peligros del estudio y las molestias 

que puede acarrear, procediendo a obtener de esta manera el 

consentimiento válidamente informado.32 

Obtención de fibroblastos gingivales humanos por método 

enzimático rápido 

Se tomó, bajo anestesia local, una biopsia excisional de mucosa oral 

masticatoria con un diámetro aproximado de 3 mm y una profundidad de 2 

mm de un sujeto donador voluntario.(Fotografía 1) 
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Después de este tiempo, se centrifugó según las condiciones antes 

mencionadas, el botón celular obtenido se resuspendió en 4 ml de D-MEM 

suplementado con 10% de SFB y una mezcla de antibióticos y antimicótico 

para posteriormente sembrarse en una botella de cultivo T-25 y se incubó en 

condiciones estándares de cultivo (37° C y una atmósfera húmeda con 5% 

de CO2-95% de aire).7, 8,33(Figura 8)(Fotografía 3) 
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IV al 0. 25% 

Baño con agitación  

Incubación; condiciones estándar  

Figura 8.  Esquema. Obtención de fibroblastos 
gingivales humanos por método enzimático rápido.
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Se derivaron dos cultivos celulares, uno fuecriopreservado (5% de 

DMSO; dimetil sulfóxido y 95% de SFB) en un contenedor de nitrógeno 

líquido mientras el otro se sembró en una caja T-75 manteniendo fibroblastos 

que fueron ocupados en experimentos ulteriores.Las células se evaluaron al 

microscopio y se efectuó cambio del medio de cultivo dos veces por semana, 

se mantuvieron en condiciones de cultivo estándares.7, 8,33 (Figura 9) 
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 Figura 9. Esquema. Subcultivo de fibroblastos 
gingivales.7
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Tejido gingival en  medio de 
cultivo D-MEM. 

Lavado y enjuague del tejido gingival. 

Monitoreo del tejido gingival con tripsina al 
0.6% en PBSA 

Separación del componente epitelial 

Obtención del botón 
celular. 

Incubación; sobre colágena porcina tipo I   
10 mg/ml. En condiciones estándar. 

Figura 10. Esquema. Obtención de queratinocitos 
gingivales humanos por método enzimático.7 
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Subcultivo de queratinocitos gingivales 

Cuando se obtuvo confluencia, los queratinocitos fueron desprendidos 

de la botella de cultivo por tripsinización. Se incubaron con 5 ml de tripsina al 

0.1% con 1.3 mM de EDTA (0.05% EDTA) a 37°C por 5 minutos seguido de 

un pipeteo gentil promoviendo así la separación celular.El pretratamiento con 

verseno no se utilizó en este caso a causa de la baja cantidad de iones Ca2+ 

contenidos en el medio de cultivo selectivo para queratinocitos, y el 

contenido de la botella se vertió en un tubo cónico de 15 ml de ahí se tomó 

una alícuota para realizar el conteo celular con un hemocitómetro, el resto se 

centrifugó a 900 rpm durante 10 minutos, luego  se obtuvo el botón celular, 

que fue sembrado en una botella T-25 con una capa de colágena porcina  

tipo I (10 mg/ml)en condiciones estándares de cultivo.7, 8 

 

Cultivo celular en placa de 24 pozos 

 Una vez obtenida la confluencia celular de fibroblastos y queratinocitos 

gingivales humanos, la membrana de submucosa intestinal de cerdo fue 

recortada y adaptada a la superficie de cada uno de los 24 pozos que 

conforman la placa.(Figura 13) (Fotografía 10) 
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dejando 3 pozos como control sólo con membrana, respetando la ubicación 

que se muestra en la Figura 15.  
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Ensayo de MTT 

El ensayo colorimétrico de bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,          

5-difeniltetrazol (MTT) se utiliza ampliamente como prueba de citotoxicidad 

en cultivos celulares, así como para medir la proliferación y supervivencia 

celular. Se basa en la capacidad de las células vivas para reducir bromuro     

3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en cristales de formazán, 

compuesto de color azul soluble en DMSO,  mediante la enzima mitocondrial 

succinato-deshidrogenasa; permitiendo de esta forma determinar la 

funcionalidad mitocondrial de las células tratadas.  

Los resultados son cuantificados  a partir de los valores de la 

absorbencia en densidades ópticas (DO) en un espectrofotómetro ocupando 

una longitud de onda de 570 nm, ya que es la longitud en la que se presenta 

el pico máximo de absorción del formazán producido. La cantidad de células 

vivas es directamente proporcional a la cantidad de formazán generado.  

El método MTT ha reportado importantes ventajas con respecto a la 

velocidad de análisis, cuantificación y manejo de varias muestras. El ensayo 

de MTT en comparación con otras técnicas convencionales ha mostrado 

excelentes resultados y reproductibilidad del 90%. 33,35 

Transcurrido el periodo de incubación de ambas líneas celulares en 

mono y cocultivo respectivamente, se retiró el medio de los pozos; B4,B5, B6 
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 Transcurrido este tiempo se sacó la placa de la incubadora y cada 

pozo se enjuagó dos veces con 500 µl de PBS. Posteriormente, se añadió 

500 µl de DMSO, esto con el fin de solubilizar el precipitado de azul de 

formazán generado por la actividad mitocondrial de las células. Esta mezcla 

se agitó vigorosamente hasta su completa disolución por un periodo de 40 

minutos. Al término de este tiempo se valoró espectrofotométricamente a una 

longitud de onda de 570 nm., la cantidad de formazán generado en cada uno 

de los pozos.  

 

 

Caracterización histológica: Inmunohistoquímica  

Técnica para detectar la presencia de un antígeno en los cortes 

histológicos de un tejido mediante el empleo de un anticuerpo que es 

específico para el antígeno y está acoplado a una enzima. La enzima 

convierte un sustrato incoloro en una sustancia insoluble de color que 

precipita en el punto donde está situado el anticuerpo y por consiguiente, el 

antígeno. La posición del precipitado coloreado en el corte de tejido y, por 

tanto, la del antígeno se observa por medio de un microscopía óptica.  
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 Dentro de la inmunohistoquímica existe el método directo, donde un 

anticuerpo se une a un antígeno específico, y el método indirecto donde se 

utilizan dos anticuerpos en vez de uno; el primer anticuerpo es destinado al 

reconocimiento antigénico, y el segundo es dirigido contra el primero; 

aumentando así la sensibilidad de la técnica.(Figura 17)  

 

 De los métodos de detección inmuhistoquímica indirecta los más 

utilizados en microscopía óptica son; la inmunofluorescencia y el método de 

los complejos avidina-biotina (AB) o variaciones del  mismo todavía más 

sensibles.La inmunohistoquímica es una técnica habitual dentro del 

diagnóstico anatomopatológico y en diversos campos de investigación. 36 

Figura 17.Esquema. Inmunohistoquímica por 
método indirecto.36 
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6.1 Tipo de estudio  

El presente estudio es de tipo experimental in vitro para analizar y 

caracterizarhistológica y metabólicamente el co-cultivo de fibroblastos y 

queratinocitos gingivales sobre una membrana de submucosa intestinal de 

cerdo. 

 6.2 Variables de estudio  

Variables independientes: 

 Tipo de membrana; membrana de submucosa intestinal de cerdo en 

su modalidad fenestrada.  

 Densidad celular; para fibroblastos de 20 000 células/cm2  y para 

queratinocitos que no se pueden contar utilizando el hemocitómetro se 

suspendieron las células en un volumen determinado y de éste se 

sembró la alícuota correspondiente al área de cada pozo. 

 Tiempo de cultivo de todas las condiciones: 72 horas.  

 

Variables dependientes: 

 Características histológicas. 

 Viabilidad metabólica. 
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7. RECURSOS 

7.1 Humanos 

Para la realización del presente estudio fue necesaria la participación 

de una tesista, un tutor y un asesor.  

7.2 Materiales  

A continuación se enlistanlos materiales, soluciones y líneas celulares 

utilizadas. (Figura 19-23).

Material estéril: 

 Botellas de cultivo de 25 y 

75 cm2 

 Cajas de Petri P-60 (6 cm 

Ø)  

 Criotubos 

 DMSO [Dimetil sulfóxido, 

(CH3)2SO] al 100% 

 Explorador de punta doble 

#5 

 Filtros de perinola millipore 

estériles de 0.20 µm Ø de 

poro 

 Hojas de bisturí #22 y  #15c 

 Jeringas estériles de 10 ml  

 Línea celular de fibroblastos 

gingivales humanos  

 Línea celular de 

queratinocitos gingivales 

humanos  

 Mangos de bisturí #3 y #4  

 Medio de cultivo (D-MEM 

suplementado con 10% SFB 

y una mezcla de antibióticos 

y antimicótico) 
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 Medio de cultivo específico 

para queratinocitos (KGM-

Gold®) 

 Membrana fenestrada 

OASIS® 

 Micropipetas 

 Pinzas Adson sin dientes  

 Pinzas de curación 

 Pipetas estériles de 1,5,10 y 

25 ml  

 Placas de cultivo  24 pozos 

 Solución criopreservadora 

(95% de SFB y 5% de 

DMSO) 

 Solución de azul de tripán 

 Solución de colágena 

porcina tipo I  

 Solución de colagenasa IV 

al 0.25% 

 Solución de 

paraformaldehído al 4% 

 Solución de PBSA  

 Solución de tripsina 0.25% 

en verseno  

 Solución de tripsina al 0.6% 

en PBSA 

 Solución de verseno 

(EDTA+PBS) 

 Solución estéril de MTT 

(5mg/5ml de PBS) 

 Tubos estériles cónicos de 

15 y 50 ml  

Material no estéril: 

 Agitador magnético 

 Balanza analítica 

 Baño con agitación y control 

de temperatura  

 Cámara digital  

 Campana de flujo laminar 

 Centrífuga con refrigeración 

 Contador manual de células  
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 Criopreservador de 

nitrógeno líquido  

 Espectrofotómetro 

 Hemocitómetro 

 Incubadora húmeda y 

ambiente de CO2 

 Lupas quirúrgicas 

 Microscopio invertido con 

contraste de fases, óptica 

de relieve y cámara digital 

Olympus 

 Microscopio óptico de 

contraste de fases Olympus 

 Probeta graduada 10 ml 

 Propipeta automática 

 Vasos de precipitados de 

10, 50 y 100 ml  

 Vórtex 

 

   

Figura 19. Campa de flujo laminar, propipetaautomática,botellas de cultivo T-75, medio de cultivo D-MEM, gradilla, 
tubos estériles cónicos de 50 ml, vaso de precipitados  de 50 ml, pipetas estériles de 5 y 10 ml. (Fuente directa) 
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Figura 20. Baño con agitación y control de temperatura, vórtex y centrífuga con 
refrigeración. (Fuente directa). 

Figura 21. Propipeta automática, botella de cultivo T-75, medio
de cultivo D-MEM, gradilla, tubos estériles cónicos de 50 ml,
vaso de precipitados de 50 ml, caja de cultivo T-75 con medio
de cultivo, pipetas estériles de 10 ml. (Fuente directa) 

Figura 22Incubadora húmeda y con 
ambiente de CO2. (Fuente directa). 
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7.3 Financieros 

La totalidad de los recursos tanto materiales como de infraestructura 

fueron proporcionados por el Laboratorio de Medicina Regenerativa y 

Terapia Celular de la División de Investigación Biomédica del CMN “20 de 

Noviembre” del ISSSTE a cargo del Dr. Saúl Cano Colín.  

 

 

 

 

 

Figura 23. Microscopio invertido con contraste de fases, 
óptica de relieve y cámara Olympus. (Fuente directa). 
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Obtención, cultivo y subcultivo de queratinocitos gingivales 

humanos. 

 Los queratinocitos gingivales sembrados sobre colágena porcina tipo I             

(10 mg/ml) consiguen adherirse y llegar a confluencia, mientras que los 

no cultivados sobre colágena como sustrato no se adhieren y 

eventualmente entran en apoptosis, y se pierde el cultivo. 

 

 Son células muy sensibles al tratamiento enzimático utilizado para su 

obtención, por lo cual los tiempos de exposición en este caso a la tripsina, 

deben ser máximo por 30 minutos, ya que de lo contrario se obtiene una 

mínima cantidad de queratinocitos viables, evaluada por el método de 

exclusión de azul de tripano el cual nos permite determinar la viabilidad 

de las células ya que aquellas que no permiten la entrada del colorante 

representan células con la membrana intacta, mientras aquellas que lo 

permiten representan células con una pérdida en la integridad de su 

membrana. 

 La separación mecánica del componente epitelial de la biopsia de 

mucosa oral debe realizarse con sumo cuidado, procurando obtener la 

cantidad adecuada de tejido epitelial,pues de lo contrario el número de 

células obtenidas no es el propicio para generar un cultivo primario.  
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 Respecto a la proliferación y supervivencia celular, según los 

resultados cuantificados a partir de los valores de la absorbencia en 

densidades ópticas (DO) en un espectrofotómetro y basados en la premisa 

de que la  cantidad de células vivas es directamente proporcional a la 

cantidad de formazán generado. Se observa una clara proliferación y 

supervivencia celular en condiciones de monocultivo de fibroblastos y su 

cocultivo con queratinocitos, incluso más perceptible en el caso de cocultivo, 

asimismo resulta notorio que en el caso de monocultivo de queratinocitos no 

se exhiben resultados cuantificables. (Tabla 1) 

TABLA 1. Valores espectrofotométricos del ensayo de MTT en las 

condiciones  estudiadas. 

 

 

 

* Al aplicarse la prueba de t de student a los 

datos, no se encontró diferencia 

estadísticamente significativa. 

 

Línea celular  Absorbencia Promedio 

absorbencia 

Cocultivo  3.075   

2.494* ± 

0.55 

2.137  

2.431  

Fibroblastos  2.557  

2.02* ± 0.60 1.366 

1.976 

Queratinocitos  ND ND  
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Fotografía 33. Microfotografía a 160x.Inmuno histoquímica.Fibroblastos en membrana (Fuente directa)  

Fotografía 34. Microfotografía a 160x. Inmunohistoquímica. Fibroblastos en membrana. (Fuente directa)  
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Fotografía 35. Microfotografía a 160x. Inmunohistoquímica. Fibroblastos en membrana. (Fuente directa)  

 

Fotografía 36. Microfotografía a 320x. Inmunohistoquímica. Fibroblastos en membrana. (Fuente di recta)  
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 Fotog rafía 38. Microfotografía 200x. H -E. Fibroblastos en membrana. (Fuente directa) La flecha muestra los 
núcleos teñidos de las células. 

Figura 37. Microfotografía a 200x. H-E. Fibroblastos en membrana. (Fuente directa)La flecha muestra los 
núcleos teñidos de las células. 
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 Respecto a los queratinocitos en monocultivo, adoptan una disposición 

en la parte periférica y superficial de la membrana, característica de esta 

estirpe celular, además tienden a formar una monocapa y se encuentran 

generalmente en línea manteniendo una estrecha interacción intercelular. 

(Figuras 39-41) 

 

 

Fotografía 39. Microfotografía 220x. Inmunohistoquímica. Queratinocitos en membrana. (Fuente directa)  
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Fotografía 40. Microfotografía 160x. Inmunohistoquímica. Queratinocitos en membrana. (Fuente directa)  

 

Fotografía 41. Microfotografía 320x. H -E. Queratinocitos en membrana. (Fuente directa) La flecha muestra los 
núcleos teñidos de las células. 
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Fotografía 42. Microfotografía 100x. Inmunohistoquímica. Cocultivo de fibroblastos y queratinocitos  en 
membrana. Marcador Vimentina. (Fuente directa)  

 En el caso de presentarse  fibroblastos y queratinocitos en cocultivo 

sobre la membrana de submucosa intestinal de cerdo, se demuestra mayor 

población celular de ambas estirpes que en monocultivo de cada uno de 

ellas. Los queratinocitos se ubican en la porción superficial de la membrana 

mientras que los fibroblastos se integran en la parte central de la misma, 

como se puede observar en las Figuras 42-45. 
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En 

Fotografía 43. Microfotografía 320x. Inmunohistoquímica. Cocultivo de fibroblastos y queratinocitos  en 
membrana. Marcador Citoqueratinas. (Fuente directa)  

Fotografía 44. Microfotografía 200x. H -E. Cocultivo de fibroblastos y queratinocitos en membrana. (Fuente 
directa)La flecha muestra los núcleos teñidos de las células. 
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general bajo la evaluación histológica se muestran imágenes compatibles con 

queratinocitos y fibroblastos tanto en mono como en cocultivo, además de 

evidenciar la presencia de queratinas en la membrana de submucosa 

intestinal de cerdo. 

 

 

 

 

 

Fotografía 45. Microfotografía 200x. H -E. Cocultivo de fibroblastos y queratinocitos en membrana.              
(Fuente directa)  

La flecha muestra los núcleos teñidos de las células. 
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9. DISCUSIÓN  

 

  Los primeros cultivos in vitro de queratinocitos presentaron como 

inconvenientes, la importante retracción observada al separar el tejido de la 

botella de cultivo y la extrema delgadez del implante, fruto de su exclusiva 

constitución epitelial, acentuando así la ausencia de un soporte adecuado para 

la constitución y diferenciación del tejido epitelial. En este tenor, Ophof y cols.37 

reportan que los implantes de mucosa oral generados a partir de ingeniería de 

tejidos integrados únicamente por queratinocitos son frágiles y difíciles de 

manipular. Por lo que, distintos autores (PiniPrato y cols.38, Yamada y cols.39, 

Sun y cols40.) proponen el usode sustratos para el cultivo de queratinocitos, 

como: ácido hialurónico, colágena tipo III, glicosaminoglicanos y  fibrina, entre 

otros. Basados en esta premisa,se generó el cultivo de queratinocitos sobre 

colágena porcina tipo I (10mg/ml), obteniéndose resultados favorables en 

cuanto a la  adherencia y proliferación celular. 

 

  Considerando que además de cultivar queratinocitos sobre un sustrato 

bidimensional es necesario realizar el cultivo en andamios tridimensionales, que 

imiten las interacciones entre células y matriz extracelular, se introduce la 

aplicación de diversos materiales que semejen la estructura y función de una 

matriz extracelular, con el fin de producir bioimplantes más parecidos a la 

mucosa oral y promover la regeneración de la misma. Se han empleado 
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materiales como; matriz dérmica acelular (Lin Chai41 y Jhaveri38), 

poligalactinabioabsorbible (Mc-Guire, Nunn y Wilson) 38 y esponjas de colágena 

recombinante tipo I y III (Yamada39), entre otros. En este estudio, se empleó la 

membrana de submusoca intestinal de cerdo como matriz para el cultivo de 

fibroblastos y queratinocitos,probando que dicho material permite la integración, 

crecimiento y proliferación de ambas estirpes celulares.  

  

 Los investigadores que generan cocultivos de queratinocitos con 

fibroblastos (Mass Szabowski42, El-Ghalbzouri43, Costea44, Yin-Chau45 y 

McGuire46) mencionan que estos últimos producen un amplio espectro de 

factores de crecimiento,como; KGF (Factor de crecimiento de queratinoctios, 

por sus siglas en inglés), FGF (Factor de crecimiento de fibroblastos, por sus 

siglas en inglés), TGF-α (Factor de crecimiento transformante α, porsussiglas 

en ingles), TGF-β (Factor de crecimiento transformante β, porsussiglas en 

ingles) y GM-CSF (Factor estimulador de colonias de macrófagos y 

granulocitos) todos ellos  necesarios y esenciales para aumentar la proliferación 

de queratinocitos,evitar el cese en su crecimiento y eventual apoptosis, 

asimismo promueven la generación de componentes de  matriz extracelular.  

 

 Los resultados obtenidos, manifiestan una modulación dinámica y 

recíproca entre queratinocitos y fibroblastos. Mostrando que los 

queratinocitosregulan tanto su propio crecimiento como el de losfibroblastos, 
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mediante la expresión de sus  factores de crecimiento en los fibroblastos 

adyacentes, permitiendo de esta forma una rápida inducción en la proliferación 

celular. Coincidiendo así con lo expresado por Wong y cols.47, quienes indican 

que los queratinocitos en monocultivo solo generan una delgada capa epitelial y 

sin soporte celular subyacente sufren apoptosis, destacando que los 

fibroblastos incrementan la producción de  citocinas y factores de crecimiento 

que tienen efectos autócrinos y paracrinos. La actividad paracrina de los 

fibroblastos afecta a los queratinocitos en su crecimiento y diferenciación, 

generando un circuito recíproco. De esta forma los fibroblastos no sólo 

producen matriz extracelular y factores de crecimiento, sino que también 

promueven el óptimo ambiente para la formación de epitelio.  

 

 Por su parte PiniPrato y cols.48, plantean que no es necesario el 

cocultivo de fibroblastos con queratinocitos para generar un bioimplante de 

mucosa oral que forme tejido queratinizado, ya que el proceso de 

queratinización del epitelio gingival se controla mediante estimulación del tejido 

conectivo subyacente, sin embargo planteamos que en presencia de ambas 

estirpes celulares se genera una interacción recíproca que aumenta la 

proliferación y viabilidad celular, según los datos cuantitativos arrojados por la 

prueba de MTT. 

  Monteagudo y cols., proponen el desarrollo de injertos autólogos a 

partir del cultivo de fibroblastos gingivales en una matriz biológica (membrana 



 
 
 
 

 85 

de submucosa intestinal de cerdo) para la cobertura radicular como opción en el 

tratamiento de recesiones gingivales31. En este trabajo también se utilizó  la 

membrana de submucosa intestinal de cerdo como matriz no sólo para el cultivo 

de fibroblastos sino también de queratinocitos gingivales, con la finalidad de 

obtener un bioimplante con mejores características biológicas y que imite de 

forma fiel y puntual la mucosa oral, optimizando así  resultados en cuanto a la 

regeneración de tejido queratinizado. 

 

  El estudio desarrollado in vitropermitióconocer el comportamiento, 

viabilidad y disposición de ambos tipos celularessobre la membrana, por lo que 

se esperan futuros ensayos siguiendo la presente línea de investigación que 

eventualmente arrojen resultados que permitan la aplicación del bioimplante en 

el  tratamiento de  defectos mucogingivales.  

 

 

 

 

 

 

 

10. CONCLUSIONES 
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 En conclusión se demuestra que para lograr un estado de balance en 

el crecimiento celular, la matriz utilizada (membrana de submucosa intestinal 

de credo) debe ser pobladapor un númeroóptimo de fibroblastos previo 

cultivo de queratinocitos. Asimismo, se indica que la manipulación enzimática 

y mecánica de queratinocitos debe efectuarse cuidadosamente bajo un 

control estricto del tiempo de exposición a la digestión enzimática.También, 

se destaca la importancia de un sustrato como la colágena porcina tipo I para 

el cultivo y adherencia de queratinocitos, se recomienda para futuros 

ensayos ocupar como sustrato colágena tipo IV, la cual al ser específica de 

lámina basal puede generar mejores resultados.  

 

 Subrayando que los fibroblastos juegan un papel crucial en la 

proliferación y crecimiento de queratinocitos  in vitro; nuestros datos sugieren 

que los fibroblastos poseen un mecanismo que modula  la proliferación de 

queratinocitos. 

 

 Se demuestra que los fibroblastos tienden a distribuirse a lo largo de la 

membrana mientras que los queratinocitos permanecen en la porción 

superior de la misma formando monocapa. 
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 Como hallazgo destacamos el hecho de que es evidente la presencia 

de citoqueratinas en la membrana de submucosa intestinal de cerdo, que se 

evidencia en la caracterización histológica, lo cual resulta importante  pues 

en los componentes referidos por el fabricante no se menciona la existencia 

de dichas proteínas, que forman los filamentos intermedios del 

citoesqueletode células epiteliales. 

 

 Sugerimos, la realización de nuevos ensayos en los cuales se 

perfeccione la técnica de subcultivo de queratinocitos gingivales y se 

experimentecon diferentes sustratos  para su cultivo.  

 

 Además se busca  aplicar clínicamente el bioimplante integrado por 

queratinocitos y fibroblastos gingivales sobre una membrana biológica 

seguro y capaz de imitar la mucosa oral, el cual no sea considerado sólo 

como un injerto de reemplazo tisular sino como una terapia de trasplante 

celular autólogo que fomente la regeneración del defecto a partir de la 

interacción entre células implantadas y las del sitio receptor. En caso de que 

los pacientes necesiten múltiples injertos de mucosa oraly la cantidad de 

tejido donador disponible sea insuficiente para cubrir tales necesidades.  
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