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ABREVIACIONES

PLA: Acido polilactico
PGA: Acido poliglicélico
BG: Biovidrios

CS: Quitosano

PMNSs: Polimorfonucleares
CaP: Fosfato calcico

ePTFE: Politetrafluoroetileno expandido



RESUMEN

Introduccion: Tradicionalmente en la odontologia se han aplicado membranas de
origen natural o sintético en los tratamientos periodontales, el tejido gingival esta
conformado por una red de fibras, células y vasos sanguineos en una distribucién
multicapa. Objetivo. Caracterizar el tejido gingival sano, con estabilidad periodontal
y con enfermedad periodontal activa. Materiales y métodos. Se realizé un estudio
experimental, in vitro en el laboratorio de histologia de la Escuela de Ciencias
Basicas de la Universidad del Valle. Se tomé muestras de tejido gingival de 1
paciente sano, 1 paciente con estabilidad periodontal después de tratamiento
periodontal y 1 paciente con enfermedad periodontal. Se realiz6 analisis histoldgico
para identificar la arquitectura tisular y la posibilidad de replicar esta en el disefio de
andamios para ingenieria de tejidos periodontales. Resultados. se observé que en
general los tejidos provenientes de pacientes sanos y enfermos conservan la misma
arquitectura, diferencidndose Unicamente en los contenidos de infiltrado
inflamatorio. Conclusién: En tejido gingival sano, se encuentran células
inflamatorias (linfocitos y polimorfonucleares) sin desencadenar una respuesta
inflamatoria. En tejido estable con antecedente de enfermedad periodontal se
observan células inflamatorias, similares al tejido gingival sano, lo que indica

compatibilidad con salud clinica.



INTRODUCCION

Las diferentes aplicaciones de la Ingenieria de tejidos han llevado al desarrollo del
concepto de matrices extracelulares sintéticas, estas son estructuras poliméricas de
origen natural o sintético donde un grupo de células ha depositado su matriz

extracelular, en condiciones de laboratorio.

El grupo biomateriales dentales de la Escuela de Odontologia de la Universidad del
Valle ha incursionado en la obtencién de matrices sintéticas para diferentes
aplicaciones de Ingenieria de tejidos(1-6), en este trabajo se quiso realizar una
aproximacion a la ingenieria de tejidos periodontales para lo cual se buscé
caracterizar histologicamente el tejido gingival sano y afectado para en un futuro
desarrollar andamios que al ser cultivados con fibroblastos gingivales pudieran
actuar como matrices celulares sintéticas y ayudar en los tratamientos regenerativos

a nivel de tejidos blandos periodontales.

Inicialmente se realizé una busqueda de topicos relacionados con la regeneracion
periodontal, luego se capto el tejido blando de tres pacientes uno sano, uno que
presenté enfermedad periodontal, pero estaba estable al momento de la cirugia y

un tercero con enfermedad periodontal.

Las muestras de tejido fueron analizadas mediante técnicas histologicas
encontrando que todas poseian la misma estructura de malla coldgena que soporta

células y vasos sanguineos, en una distribucion multicapa.

Para la realizacion de este trabajo se contd con el aval del Comité de Revision de

ética en humanos de la Universidad del Valle.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las técnicas descritas en la actualidad se basan en el uso de biomateriales para la
regeneracion tisular o regeneracion 6sea. Numerosos biomateriales se han descrito
con efectos favorables en la ganancia de tejido 6seo. Sin embargo, actualmente se
encuentran pocos reportes en la literatura acerca de la regeneracion de fibroblastos
gingivales mediante el uso de matrices o andamios (scaffolds) que permitan su

crecimiento y diferenciacién de manera mas rapida.

De igual manera, es necesario la caracterizacion del tejido a regenerar, con el fin de
evitar el crecimiento de poblaciones celulares diferentes a las deseadas. Esto puede

deberse a las condiciones del tejido en condiciones de salud o enfermedad.

JUSTIFICACION

El uso de matrices o andamios (scaffolds) es bastante amplio en la preservacion de
rebordes alveolares y en regeneracion 6sea guiada, obteniendo buenos resultados.
Sin embargo, adn no estan claros los beneficios del uso de estos andamios en la
regeneracion de tejido gingival. Con el paso de los afios, se ha implementado el
concepto de regeneracion tisular y regeneracion 6sea; esto con el fin de reparar y
resarcir las secuelas que ocasionan el progreso de la enfermedad periodontal,

aungue no se limita Unicamente a este factor etioldgico(7). La regeneracion 6sea

también es usada en casos de trauma, donde pacientes han perdido dientes y como

consecuencia de la pérdida dental, resorcion ésea como proceso fisioldgico.

En las dUltimas décadas, las investigaciones realizadas se han enfocado

principalmente en como recuperar el tejido éseo, introduciendo el término de



regeneracion tisular guiada, la cual consiste en utilizar una membrana que actiua
como barrera para impedir la migracion de células diferentes a las que se quiere

regenerar(8).

Posteriormente, se han desarrollado diversos materiales para conseguir el mismo
objetivo, pero con mayores ventajas que los materiales convencionales. Entre los
materiales que se han desarrollado se encuentran el acido polilactico (PLA) vy el
quitosano (CS); los cuales han demostrado gran eficacia en la regeneracion ésea,
por sus propiedades biolégicas como adhesién celular, proliferacion, diferenciacion,
apoptosis(9), fuerza mecénica, propiedades osteoconductoras y osteoinductoras,

biocompatibilidad, y nula toxicidad (10)(11).

Esta investigacion pretende encontrar alternativas a la terapia de regeneracion
tisular, dado que se ha descrito la utilidad de estos materiales en la regeneracion
tisular cuando se aplica con fibroblastos(9). Las potenciales ventajas de esta
investigacion aplicadas al area clinica son: menor tiempo en el tratamiento,
comodidad para el paciente al tener una sola area quirargica, disminucién de costos

para el paciente.
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MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Fibroblasto gingival

El fibroblasto es la célula principal del tejido conectivo, abarca alrededor del 65%
del total de la poblacién celular. Estéa relacionado con la produccion de varios tipos
de fibras que se encuentran en el tejido conectivo; y ademas es fundamental en la
produccion de la matriz del tejido conectivo. En microscopia electronica, el
fibroblasto tiene una forma de huso, o de célula estrellada con un nucleo ovalado.
En su nucleo se puede observar uno o mas nucléolos. Adicionalmente, tiene un
reticulo endoplasmico rugoso bien definido, un aparato de Golgi de tamafio
considerable y numerosas mitocondrias de gran tamafo. De igual manera,
adyacente a la membrana celular, se pueden encontrar numerosas vesiculas

alrededor de toda la periferia(12).

El fibroblasto, a pesar de ser la célula principal del tejido conectivo, presenta
diferencias morfolégicas dependiendo del tejido en donde se encuentre. Se ha
descrito que el fibroblasto del ligamento periodontal tiene diferencias fenotipicas en
comparacion con el fibroblasto gingival. Se han identificado 4 subtipos de
fibroblastos gingivales. Una subpoblacién presentaba numerosos pseudépodos que
le conferian la capacidad de migracibn a los fibroblastos de ligamento
periodontal(13). Adicionalmente, se han identificado ramificaciones en bandas de

microfilamentos de tipo contractil y alto contenido de glucégeno en estas células.

En los fibroblastos gingivales, se han encontrado tres morfotipos distintos en
fibroblastos clonados de tejido sano e inflamado; los cuales se caracterizan por

tener una forma de espiral, estrellada y especializada en tejido sano, mientras que
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en tejido inflamado se encontré que solo habia células estrelladas y elongadas (13).
Igualmente, se ha descrito que el 35% de la poblacion de fibroblastos gingivales no
es capaz de realizar captaciéon de ciclosporina A, lo que sugiere y refuerza la
existencia de una poblacion que responde ante el estimulo de ciclosporina A y una

poblacién que no.

Borden y Page describen 2 sub poblaciones de fibroblastos gingivales a partir de la
expresion de receptor C1q en la membrana celular de los fibroblastos, usando
anticuerpos anti-C1g. Ellos describieron las dos subpoblaciones tomando en cuenta
gue una expreso un receptor C1g con capacidad de adhesién a un dominio globular
Clq, y la otra expreso6 un receptor de baja afinidad con potencial de unién a Clq

mediante su dominio colageno(13).

A través de los afios, el objetivo de reparar los dafios tisulares ocasionados por
varios factores ha sido tema de investigacion por varios autores. La implementacion
de andamios (scaffolds) sintéticos para la reparacion de dichos dafios ha ido en
aumento junto con la investigacién de dichos materiales(7). A comienzos de la
década de los 90, se empezd a hablar de la regeneracion tisular; especificamente
Buser y cols. (1993) introdujeron el término “regeneracion tisular guiada”,
describiendo el aumento de tejido 6éseo soportado por una membrana que actla
como barrera(8). Para que el andamio pueda ser utilizado, este debe cumplir una
serie de requisitos como: debe ser compatible con las células(7), el material debe
mimetizar las condiciones fisiolégicas para la migracion, proliferacion vy

diferenciacion celular(14).
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Los fibroblastos gingivales poseen caracteristicas muy similares a los fibroblastos
del ligamento periodontal: ambos tienen una forma alargada y estrellada,
observados al microscopio 6ptico. No obstante, los fibroblastos del ligamento
periodontal poseen lagunas de glucégeno en su citoplasma que albergan multiples
bandas de microfilamentos de tipo contractil, los cuales no se encuentran en los
fibroblastos gingivales. En estudios in vitro, se ha demostrado que el fibroblasto
gingival tiene una tasa de proliferacion mas rapida en comparacion con el fibroblasto

del ligamento periodontal(13).

En cuanto a la composicion de su matriz extracelular, las poblaciones de fibroblastos
de ligamento periodontal presentan mayor homologia en la produccion de colageno
y fibronectina. Se ha descrito que los fibroblastos gingivales poseen una expresion
débil de colageno tipo | y Ill en comparacion con los fibroblastos del ligamento
periodontal, el cual tiene una capacidad de sintesis de 1.5 a 2 veces mayor que la
del fibroblasto gingival. Giannopolou describié la capacidad de adhesion de ambos
tipos celulares, donde encontro que los fibroblastos gingivales se adhieren mejor al

colageno tipo 1y IV que los fibroblastos del ligamento periodontal(13).

Esto refuerza lo reportado por Soto y cols, quienes en el 2000 tenian la hipotesis de
gue en el tejido gingival se encontraban varias poblaciones de fibroblastos con

fenotipos diferentes(15)

El papel de la matriz, es proveer un espacio tridimensional para el crecimiento y la
adhesidén celular. Después de un tiempo la matriz debe degradarse / reabsorberse

dejando en su lugar el tejido neo formado, y ningln material extrafo.

13



En ingenieria tisular, una de las funciones cruciales de las matrices 3D es proveer
un templado temporal con caracteristicas biomecanicas de la matriz extracelular
nativa hasta que el tejido regenerado madure. Adicionalmente, la matriz debe actuar
como un estimulador biolégico que regule la adhesién celular, crecimiento,

migracion, diferenciacion, organizacion tisular y remodelado de la matriz(16).

Biomateriales sintéticos

Quitosano

El quitosano (CS) es un amino polisacéarido (poli-1 4D glucosamina) derivado de la
quitina por de-acetilacién. Al no ser toxico, por el contrario, con propiedades
biocompatibles, es ampliamente usado en el campo de la medicina como apadsito
para heridas y como sistema de entrega de medicamentos. Adicionalmente, tiene
grupos amino e hidroxilo reactivos que se pueden modificar de una manera sencilla

y cuya modificacién puede promover el crecimiento y proliferacion celular(17).

Al ser un biopolimero hidrofilico, se ha recomendado el uso del quitosano como un
adecuado material de andamio para la regeneracion tisular, debido a su alta
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no antigenocidad y propiedades de absorcidn.
Numerosas investigaciones se han concentrado en el uso del quitosano en términos
de adhesion celular, proliferacion, diferenciacién y apoptosis como un sustrato para
el cultivo de células y dispositivo de transporte de medicamentos. Asi mismo, se ha
encontrado que el andamio a base de quitosano es util en el mantenimiento de la

regeneracion tisular cuando se aplica con fibroblastos(9).
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Acido Polilactico

En un estudio, se desarroll6 un novedoso polimero hibrido de &cido hialurénico
basado en quitosano como material de matriz para ingenieria de ligamento-tendén.
El estudio demostré que la fibra hibrida dio excelentes resultados en cuanto a
soporte para adhesion celular y produccion de colageno tipo | de los fibroblastos

cultivados(16).

Se ha descrito el uso de acido polilactico (PLA) como soporte para la regeneracion
Osea. La matriz a base de &cido polilactico puro se puede usar; asi como el uso de
acido polilactico cubierto y materiales compuestos a base de PLA también se ha
descrito. La FDA ha aprobado el uso de PLA para varias aplicaciones, y se han
demostrado adecuadas propiedades osteoinductivas y osteoconductivas, en usos
netamente en tejido 6seo. También se ha demostrado que varios tipos de células
de humanos y animales tienen la habilidad de unirse a las matrices a base de acido

polilactico(10).

Los polimeros sintéticos basados en &cido lactico (polilacticos) son los mas
estudiados y es permitido su uso clinico. Las matrices de acido polilactico se
caracterizan por su extremadamente alta fuerza mecanica y biocompatibilidad,

ademas de ser bio reabsorbible y no ser téxico(11).

El &cido polilactico (PLA) y el acido poliglicélico (PGA) son polimeros sintéticos con
excelentes caracteristicas que son dependientes de la habilidad de controlar su
sintesis la cual influencia las caracteristicas finales. Son degradados en el cuerpo
por procesos quimicos y por procesos no mediados por células. Se degradan en
sus respectivos monémeros (&cido lactico y acido glicélico, respectivamente), y son

15



eliminados a través de diferentes vias metabdlicas. La rapida degradacion es una
desventaja, pues pueden fracasar el injerto. Adicionalmente, la degradacion de
cualquier acido puede inducir a una respuesta inflamatoria. Para reducir la
inflamacion, se han creado matrices hibridas, combinando el acido polilactico y
acido poliglicolico con biovidrios (BG) y fosfato calcico (CaP). Estos polimeros al ser
combinados traen consigo una serie de desventajas, como disminucién en la fuerza
mecanica, dificultades en la produccion, y reacciones no especificas con las células.
El acido poliglicélico se degrada mas rapido que el acido polilactico, sin embargo,
ambos se degradan demasiado rapido para la regeneracién ésea. Por esta razén,
nunca se usan individualmente, sino que se usa una forma combinada de ambos:

acido polilactico-poliglicolico (18)(19)

El &cido polilactico (PLA) es un polimero semicristalino con buena fuerza mecanica,
plasticidad térmica, procesabilidad y un alto médulo de Young. Es un poliéster
relativamente hidrofébico inestable en condiciones de humedad y puede someterse
a una disrupcion en la cadena en el cuerpo humano y degradarse en acido lactico,
diéxido de carbono y agua, suproductos que no son toxicos que son eliminados a
través del ciclo de Krebs y la orina. Las nanofibras de PLA se han usado
ampliamente en varias aplicaciones biomédicas incluyendo transporte de
medicamentos e ingenieria de matrices o andamios para piel y fracturas 0seas
internas. EI PLA también se ha usado para ingenieria vascular en forma de vaso
mediante la realizacion un proceso de separacion de fases inducida por difusion
(DIPS), luego sembrando la matriz con células endoteliales, la cual mostro

capacidad de adhesion y proliferacion celular(20).
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La ingenieria de tejidos se apoya en los desarrollos de las ciencias naturales y de
las ingenierias, para crear estructuras que de alguna forma simulan la matriz
extracelular y permiten a las células realizar una primera interaccién (guiada) sobre

estos dispositivos artificiales.

La ingenieria de tejidos da la posibilidad de utilizar materiales para conformar
estructuras tridimensionales, con una macro estructura y microestructura parecidas
a la del tejido biolégico, y con la posibilidad de obtener crecimiento celular y tisular
en ellos a expensas de unas células y/o algunas sustancias biol6gicas que han sido

previamente incorporadas

Membranas de colageno

Un estudio realizado por Kasaj y col(21). Donde se estudio diferentes tipos de
membranas de colageno reabsorbibles y de ePTFE de diferentes casas
comerciales. En el estudio, los investigadores recolectaron células del ligamento
periodontal proveniente de terceros molares extraidos con fines ortodoncicos. Se
extrajeron fibroblastos gingivales del tejido gingival que estuviera suelto y libre de
epitelio. Dividieron los tipos de membranas en reabsorbibles y no reabsorbibles, y a
cada grupo se le asignaron 3 marcas de membranas, en las que se cultivaron las
células. Las casas comerciales que usaron fueron: ACE (AC) (PTFE no texturizado,
ACE Surgical Supply Co., Brockton, USA); Cytoplast Regentex GBR-200 (CT)
(PTFE de alta densidad) Oraltronics® Dental Implant Technology GmbH, Bremen
Germany; Tef-Gen-FD (TG) (PTFE nanoporoso) Lifecore Biomedical GmbH, Alfter,
Germany; Resodont (RD) (Colageno tipo | equino) Resorba®, Nurnberg, Germany;

BioGuide (BG) (colageno tipo | y lll de origen porcino) Geistlich Biomaterials,
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Wolhusen, Switzerland; TutoDent (TD) (colageno tipo | de origen bovino) Tutogen
Medical GmbH, Neunkirchen, Germany. El grupo control fueron células en cajas de
Petri.

Dentro de los resultados se encontré que de las 6 membranas que se usaron en el
estudio, TD y RD demostraron la mas alta tasa de proliferacién de fibroblastos
gingivales humanos en 1 hora y a las 48 horas, en comparacién con el grupo control
(p<0.001). Las membranas BG, CT, TG, y AC presentaron menor niumero de células

en todos los puntos de tiempo.

El uso de estos biomateriales no sélo se ha enfocado en tratar las secuelas de la
enfermedad periodontal, sino que también han sido empleados para corregir
alteraciones estéticas de los tejidos blandos (recesiones gingivales). Kdseoglu y
col(22) Realizaron un estudio en el que compararon la eficacia de una membrana
de colageno sembrada con fibroblastos gingivales autélogos (CM+GF) y membrana
de colageno con colgajo posicionado coronal (CM+CAF), en el cubrimiento de
recesiones gingivales. En los resultados de este estudio, los autores encontraron
que hubo una disminucion significativa de la profundidad de la recesion y en los
niveles de insercion clinica en ambos grupos. Sin embargo, en la comparacion
intergrupo, no hay diferencias estadisticamente significativas. Por otro lado, el
porcentaje de cubrimiento fue mayor y mas estable durante el tiempo en el grupo
test. Los autores concluyen que el uso combinado de una membrana de colageno
con fibroblastos gingivales, puede ser una alternativa de tratamiento, sin involucrar

un segundo sitio quirdrgico.
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Matriz dérmica acelular

La matriz dérmica acelular surgi6 como solucién al autoinjerto de piel para el
tratamiento de quemaduras de tercer grado, o de segundo grado profundas. La
dermis esta compuesta principalmente por proteinas de la matriz extracelular y
colageno, lo que va a contribuir en la durabilidad, elasticidad y estética de la piel

(23)

En odontologia, se ha ampliado el uso de la matriz dérmica acelular, principalmente
para cirugias de cubrimiento radicular. Estos procedimientos generalmente
requieren del uso de tejido conectivo, el cual es extraido del paladar o de zonas
edéntulas. Sin embargo, la obtencion del injerto requiere un segundo sitio quirdrgico,
gue deriva no solo en mayor incomodidad para el paciente, sino en complicaciones
adicionales postquirdrgicas, como hemorragia del sitio donante, necrosis de la tapa

de epitelio que queda después de tomar el injerto, entre otras.

Harris y cols(24) en su estudio compararon el uso de una matriz dérmica acelular
versus tejido conectivo, en el cual no encontraron diferencias significativas entre
ambos materiales para el cubrimiento radicular. Adicionalmente, se evidencié la
disminucién de la profundidad al sondaje, aumento de la encia queratinizada. 3
meses posterior al cubrimiento radicular, realizaron una biopsia del area injertada y

encontraron una completa incorporacion de la matriz dérmica al tejido nativo.

Jhaveri y cols(25) realizaron un estudio en el cual se cultivd una matriz dérmica
acelular con fibroblastos gingivales autdlogos para el cubrimiento radicular.
Brevemente, los investigadores utilizaron diez pacientes con recesiones gingivales
clase | y Il de Miller en el maxilar superior, que fueran mayores o igual a 2 mm,
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bilaterales. Después de realizar una exhaustiva historia clinica, y diligenciamiento
de consentimiento informado, se tomé una biopsia de un sitio diferente al donante,
gue incluyera tejido conectivo y epitelio. La biopsia se tomd de encia adherida.
Inmediatamente se llevé a un medio de cultivo con suero fetal bovino al 10% (FBS),
antibioticos (penicilina/estreptomicina) en un tubo estéril. El sitio de la biopsia no
requirié puntos de sutura, se realiz6 hemostasia con gasa a presion. La muestra de
tejido se lavo con PBS y se coloc6 en un frasco con preparacién enzimatica que
consistié6 en 0.2% de dispasa, y 0.1% colagenasa tipo |. Se coloc6 en una
incubadora agitadora y el sobrenadante con contenido celular se transfiri6 a un
frasco con FBS al 10% e incubado a 37°C con una concentracion de CO: al 5%. Se
realiz6 cambio de medio cada dos semanas. Se observaron los fibroblastos en un
microscopio de contraste de fase y las células se subcultivaron a una confluencia
de 80-85% por tripsinizacion. Posteriormente, rehidrataron la matriz dérmica
acelular de 10x10 mm segun las indicaciones del fabricante, y la cultivaron con los
fibroblastos a una densidad de 4.0 a 8.0 x 10*células/cm?. Se observaron las células
con microscopia de contraste de fase y se confirmé la presencia de fibroblastos con
microscopia electronica de barrido. Adicionalmente, se hicieron pruebas con
marcadores de superficie. En el procedimiento quirirgico, se realizaron los dos
cubrimientos en la misma cita, y utilizaron la técnica descrita por Langer y Langer,
realizando incisiones relajantes. El injerto cultivado con células se coloco en el sitio
receptor y se estabilizé con sutura reabsorbible 5-0 al tejido gingival adyacente. El
colgajo se desplazo coronal y se sutur6é con sutura no reabsorbible 5-0. En el sitio
control se realiz6 exactamente la misma técnica, sélo que se extrajo un injerto de

tejido conectivo del paladar. Las variables de medicion fueron indice de placa,
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profundidad al sondaje (PD), profundidad de la recesion, nivel de insercion clinica
(CAL), cantidad de encia queratinizada (KT) y grosor de encia adherida (AG). Los
resultados se registraron en el baseline, 3 meses y 6 meses. Los autores
encontraron que hubo menor inflamacion en el grupo test que en el grupo control a
la semana (p=0.002), 2 semanas (p=0.009) y 3 semanas (p=0.027). Adicionalmente,
encontraron que hubo una reduccion significativa de la profundidad de la recesion,
incremento de la banda encia queratinizada, el nivel de insercion clinica, y la encia
adherida. Sin embargo, en la comparacion intergrupo no hubo diferencias
significativas. El porcentaje de cubrimiento radicular promedio para ambos grupos
al final de los 6 meses fue de 83.33%. Los autores concluyen que el nuevo
tratamiento haciendo uso de la ingenieria tisular tiene resultados prometedores en
el tratamiento de las recesiones gingivales clase | y Il de Miller. Debido a que la
matriz dérmica acelular es de igual modo avascular, el cultivo de la matriz dérmica
con fibroblastos gingivales puede resultar en una revascularizacion temprana,
disminuyendo asi el tiempo de cicatrizacion, inflamacion, menor contraccion de la

matriz y mejor cicatrizacion de la herida.

Un estudio realizado por Maia y cols(26) tuvo como objetivo si la matriz dérmica
acelular puede funcionar como un andamio en 3D para el crecimiento interno de
fibroblastos gingivales y células cancerigenas. Asi mismo, quisieron verificar si el
medio de cultivo afecta el comportamiento celular. De manera muy breve, los
autores tomaron fibroblastos gingivales de perros del maxilar superior. La muestra
se tomoO de sitios donde la encia queratinizada estuviera sana, fibroblastos

gingivales de humanos sanos que requirieran cirugia periodontal donde estuviera
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indicado la remocion de tejido gingival, y las células cancerigenas fueron tomadas
de manera comercial y cultivadas en frascos de 75 cm? con suero bovino fetal al
10% (FBS), y 100 u/mL de penicilina/estreptomicina. Los autores evaluaron la
morfologia celular y distribucién en la matriz dérmica acelular a las 12 horas, 7 dias
y 14 dias; viabilidad celular y viabilidad celular en un medio de cultivo condicionado
en una matriz dérmica acelular. En los resultados, los autores establecen que en los
ensayos morfologicos los fibroblastos gingivales humanos y caninos eran
adherentes y con forma poligonal con nucleo redondo a las 12 horas. Alos 7y 14
dias las células estaban dispersas, elongadas con nucleo oval. Los ensayos de
epifluorescencia se observo que las células eran adherentes en la superficie de la
matriz dérmica acelular en baja densidad para los tres tipos celulares. Los
fibroblastos gingivales caninos se distribuyeron de manera desigual en la superficie
de la matriz dérmica acelular formando una capa celular discontinua. Los
fibroblastos gingivales humanos formaron una capa simple uniforme en la superficie
de la matriz dérmica. Las células cancerigenas de la linea de melanoma murino se
organizaron en agregados celulares sobre la superficie de la matriz dérmica a los 7
dias. A los 14 dias hubo una monocapa confluente de células, sin embargo, aln se
encontraban agregados celulares. Hubo algunas células dentro de la matriz
dérmica, cerca de la superficie y en areas de poca densidad de fibras colagenas.
En cuanto a niumero de células, se observo que el numero de fibroblastos gingivales
humanos fue mayor a los 14 dias en comparacion a los 7 dias (P<0.05). Las células
cancerigenas tuvieron un incremento en nimero desde las 12 horas hasta los 7 dias
(P<0.05), sin diferencias estadisticamente significativas entre los 7 dias y los 14

dias. Las células que tuvieron menor incremento en numero fueron los fibroblastos
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gingivales caninos. A los 14 dias, las células cancerigenas y los fibroblastos
gingivales humanos tenian mayor numero de células en comparacion con los
fibroblastos gingivales caninos (P<0.05). Se observé también que hubo mayor
viabilidad celular en las muestras cultivadas con fibroblastos gingivales humanos
comparado con las muestras de fibroblastos gingivales caninos a los 7 y 14 dias
(P<0.024). Los autores concluyen que la matriz dérmica acelular no funciona como
un andamio 3D para el crecimiento interno de los fibroblastos. Los fibroblastos
gingivales humanos, y células altamente proliferativas como las de la linea de
mieloma murino sélo pueden ubicarse superficialmente en la matriz dérmica

acelular.
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OBJETIVOS
Objetivo principal
Caracterizar el tejido gingival sano, con estabilidad periodontal y con enfermedad

periodontal activa

Objetivos especificos
e Determinar las caracteristicas del epitelio gingival sano, estable
periodontalmente y enfermo mediante cortes histolégicos con tincion de
hematoxilina-eosina.
e Describir las caracteristicas del epitelio, del tejido conectivo subepitelial del
tejido gingival sano, estable periodontalmente, y enfermo por medio del

analisis de cortes histoldgicos con tincion de hematoxilina-eosina.

METODOS Y MATERIALES

Disefio del estudio

Se realizd un estudio experimental, in vitro, para caracterizar histolégicamente el
tejido gingival de 3 pacientes con las siguientes caracteristicas clinicas: un paciente
sano periodontalmente, un paciente con periodontitis activa y un paciente estable

periodontalmente con antecedente de enfermedad periodontal y tratamiento previo.

Se realiz6 el analisis histoldgico utilizando técnica de tincion de hematoxilina-eosina
para identificar presencia de células inflamatorias, caracteristicas de fibroblastos y

otros hallazgos y por medio de microscopio Leica DM 750 con una cadmara Leica
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DFC 295 y el software de imagenes Application Suite version 4.12.0 (Leica

Microsystems, Mannheim, Alemania) se determinaron las caracteristicas celulares.

Criterios de inclusién

Para la toma de muestra clinica del tejido gingival se tuvo en cuenta:

e Tejido sano: Ausencia de sangrado al sondaje, profundidad al sondaje entre
Oy 3 mm.

e Tejido con enfermedad periodontal activa: Presencia de sangrado al sondaje,
profundidad de bolsa mayor a 6 mm indicado para raspaje y alisado radicular
a campo abierto con técnica de colgajo de Widman modificado.

e Tejido estable con antecedente de enfermedad periodontal: Sin signos de
inflamacion clinica (sangrado al sondaje), con indicacibn de cufa

mesial/distal.
Criterios de exclusién

e Cortes histolégicos no adecuados para el andlisis.
e Pacientes con enfermedad sistémica y/ tratamiento con Aines.

Corticoides y antibioticos

Obtencion de la muestra
La muestra clinica se obtuvo de pacientes con indicacion para cirugia periodontal y

la cirugia se realizé en la clinica del posgrado de Periodoncia de la Escuela de
Odontologia de la Universidad del Valle; con previa autorizacion en el

consentimiento informado por el paciente, y con historia clinica sustentada y
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aprobada por el docente especialista en Periodoncia. Se obtuvieron muestras de 3

tipos de pacientes:

Muestra 1: Tejido sano

En el paciente sano, la indicacion quirdrgica fue alargamiento coronal pre protésico

de canino superior izquierdo (23).

Muestra 2: Tejido con enfermedad periodontal activa.

Para el paciente con enfermedad periodontal activa, la indicacién fue raspaje y
alisado radicular a campo abierto a colgajo con técnica de Widman modificado del

segundo molar inferior izquierdo (37).

Muestra 3. Tejido estable periodontalmente con antecedentes de enfermedad

periodontal.

Para el tejido estable con antecedente de enfermedad periodontal, la indicacion fue
cuiia mesial o distal del segundo molar inferior derecho con previo raspaje y alisado

a campo cerrado (47).

Para la recoleccion de la muestra, en el acto quirdrgico se usé anestésico local
(lidocaina al 2% + epinefrina 1:80.000) y técnica infiltrativa. Para los pacientes de
alargamiento coronal y Widman modificado, se realizé una incision a bisel interno
con hoja de bisturi N° 15c en el diente a intervenir, posteriormente una incision
intrasurcular. En el caso de la cirugia de cufia mesial/distal, se realizé una incision
en cufa con forma de “V” y se retird el tejido gingival. El tejido extraido de los
pacientes se llevé a un vial con formol al 10%, rotulado con el grupo de estudio:

paciente sano, estable con antecedentes de enfermedad periodontal, enfermedad
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periodontal activa. Una vez tomada la muestra, se envio al laboratorio de histologia

de la Escuela de Ciencias Basicas de la Universidad del Valle.

Procesamiento de la muestra
Una vez obtenidas las muestras, se fijaron en formol bufferado por tres dias y se

procesaron para andlisis histologico de acuerdo al siguiente protocolo:

1. Deshidratacion en soluciones de alcohol de concentracion ascendente (70%,
80%, 95% y 100%), Diafanizado con Xilol e Infiltrado con parafina utilizando
una procesadora de tejidos Leica™ (Leica Microsystems, Mannheim,
Alemania

2. Inclusién de la muestra en bloques de parafina colocandolas de forma
perpendicular al portaobjetos con una angulacion de 15°, utilizando el equipo
Thermo ScientificTM Histoplast Paraffin ™

3. Realizacion de cortes a 4 um utilizando un micrétomo Autotechnicon Tissue
Processor ™ (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania).

4. Tincién para analisis histolégicos por hematoxilina y eosina y técnicas de
tricromica de Masson, mediante protocolos estandarizados para esta técnica,
disponibles en el laboratorio de Ingenieria de tejidos de la Escuela de
Odontologia de la Universidad del Valle

5. Andlisis de las imagenes para estudiar la arquitectura tisular mediante un
microscopio Leica DM 750 con una camara Leica DFC 295 y el software de
imagenes Application Suite version 4.12.0 (Leica Microsystems, Mannheim,

Alemania).
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Obtencion de las imagenes
Después de obtenidas las placas con las muestras, se llevaron al microscopio 6ptico
y se tomaron fotografias con diferentes aumentos: 4x, 10x, 40x, 100x. A partir de

10x, se obtuvieron imagenes de sitios tomados aleatoriamente.

Andlisis de imagenes

Una vez obtenidas las imagenes, se realiz6 la organizacion de éstas por tipo de
muestra, nombre del archivo jpg, tipo de aumento de la imagen y las caracteristicas
del tejido observables en la imagen. El andlisis se realiz6 por el investigador

principal y el co director de la investigacion.

Se observo:

¢ Queratinocitos (Presencia-caracteristicas dentro del tejido)
e Fibroblastos (Presencia-Ausencia)

¢ Neutrofilos (Presencia-ausencia)

¢ Macréfagos (Presencia-ausencia)

e Fibras de colageno (Presencia, organizacion)

e Tejido sano (Si/no)

Tejido inflamatorio (Si/no)

Recoleccion de la Informacion
Como instrumento de recoleccion, se us6 un cuadro en Excel, donde se organizaron
las imagenes, nombre del archivo, tipo de aumento y observaciones, como se

observa a continuacion
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Muestra 1: Paciente sano

Imagen Nombre del archivo Aumento Observaciones

Muestra 2: Paciente con enfermedad periodontal activa

Imagen Nombre del archivo Aumento Observaciones

Muestra 3: Paciente estable con antecedente de enfermedad periodontal

Imagen Nombre del archivo Aumento Observaciones

Tabla 1. Instrumento de recoleccidn y analisis de datos.

Procesamiento de la informacion
Con la informacion obtenida en el instrumento de recoleccion, se realizé un cuadro
en Excel con las variables dependientes e independientes para realizar el analisis

de los resultados.

CONSIDERACIONES ETICAS

En esta investigacion no se utilizaron sujetos experimentales humanos, sin embargo
se uso tejido gingival proveniente de humanos, donado por pacientes odontoldgicos
indicados para procedimientos de alargamiento coronal, raspaje y alisado radicular
a campo abierto con técnica de Widman modificado y cufias mesial/distal; de
acuerdo a la literatura especializada el diente puede ser considerado como un
organo y en ese sentido de acuerdo 1805 del 4 de agosto del afio 2016, en el articulo
2 que modifica al articulo 1 de la Ley 73 de 1988, para la utilizacion del tejido gingival
fue necesario el uso de un consentimiento informado. Todos los pacientes
aceptaron ingresar a la investigacion. Se les realizé una explicacion del objetivo de
la misma, se les explicé que la investigacion no representa un riesgo para la salud
del paciente adicional al riesgo inherente al procedimiento quirdrgico al que fue

sometido. No se realiz6 ningun tipo de incentivo material o en especie para participar
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en el estudio. Esta investigacion cuenta con el aval N° 014-019 del Comité de Etica

Humana de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle.

RESULTADOS

Muestra de tejido sano

Se obtuvieron en total 20 imagenes, 3 con aumento de 4x, 4 con aumento de 10x,

8 con aumento de 40x y 5 con aumento de 100x. En las imagenes obtenidas los

u

. A
Comité Institucional de Revision de Etica Humana

Universidad

Facultad de Salud dal Valle

ACTA DE APROBACION N° 004 - 019

Proyecto: "DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE UNA MATRIZ EXTRACELULAR
SINTETICA PARA LA REGENERACION DE TEJIDO GINGIVAL. ESTUDIO IN
VITRO"

Sometido ;i) AN SEBASTIAN GOMEZ SOLORZANO / CARLOS HUMBERTO VALENCIA /
por: JORGE ENRIQUE SOTO

Codigo Intemo: Fecha en que fue sometido: | 04 | | 03 | | 2019 |

hallazgos histoldgicos fueron:

se observa un tejido epitelial plano estratificado no queratinizado, en el que se
puede distinguir claramente los diferentes estratos del tejido: basal, espinoso,
granuloso, cérneo. Asi mismo, se observan las invaginaciones del epitelio en el
tejido conectivo. Se observa gran proporcion de tejido conectivo subepitelial.
(Imagenes 1-3)

Al aumentar a 10x se observan invaginaciones del tejido epitelilal mas definidas,
junto con el tejido conectivo en la porcion reticular en donde se observan fibras
de colageno con orientacion perpendicular al estrato basal del epitelio. En el
tejido conectivo se observa abundante poblacion de fibroblastos. Hay presencia

de pocas células inflamatorias. (Imagenes 4-7)
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En las imagenes a 40x, se observa con mayor detalle tanto el tejido epitelial
como el tejido conectivo. En el epitelio, se observa claramente la estratificacion
del tejido, donde en el estrato basal se observan abundantes células epiteliales
cubicas, y van proliferando hacia los estratos mas externos del tejido. En el
estrato granuloso se observan las células epiteliales aplanadas, con el nucleo
pigmentado. Se observa una capa de queratina delgada, sin presencia de algun
tipo celular. En el tejido conectivo se observa la forma alargada de los
fibroblastos. Las fibras de colageno se encuentran dispersas, y no se observa
infiltrado inflamatorio. (Imagenes 8-15)

A 100x se observa claramente las células del tejido tanto epitelial como
conectivo. En el tejido epitelial se observa el queratinocito bien definido,
dependiendo del estrato donde se encuentre. De igual manera, los fibroblastos
se observan bien definidos, con forma alargada o en forma estrellada, con un
nacleo bien pigmentado. Se observan fibras de coldgeno compactadas en

algunos sitios y en otros se observan mas desordenadas. (Imagenes 16-20)

En esta muestra, las caracteristicas histolégicas observadas son compatibles con

un estado de salud gingival, a pesar de que en algunos sitios hay presencia de

células inflamatorias, clinicamente es compatible con salud. (afiadir fotos y explicar)

Muestra de tejido con enfermedad periodontal activa

Se obtuvieron 11 imagenes en total, 1 con aumento de 4x, 2 con aumento de 10x,

4 con aumento de 40x y 4 con aumento de 100x.

Al andlisis de las imagenes se puede observar el epitelio plano estratificado no

queratinizado, junto con el tejido conectivo subepitelial. Se observa en el tejido
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conectivo una disminucion de los espacios intercelulares, y un abundante
infiltrado inflamatorio a lo largo del tejido. Se observa una mayor basofilia en la
lamina reticular, que corresponde a la mayor concentracion de células
inflamatorias. (Imagen 21)

e A 10x, se observa claramente el tejido conectivo infiltrado con células
inflamatorias, principalmente neutréfilos. Se logra percibir algunos vasos
sanguineos en el tejido conectivo. Las células inflamatorias van adquiriendo una
direccion hacia el tejido epitelial, concretamente hacia el estrato basal. De igual
manera, se observa una disminucién en el nimero de fibroblastos en el tejido
conectivo. (Imagenes 22-23)

e A 40x se observa de forma més clara los diferentes tipos celulares dentro del
tejido conectivo. Se logra percibir un gran niamero de neutréfilos principalmente,
macrofagos, y una disminucion de fibroblastos. Adicionalmente, se observan las
fibras de colageno de manera desorganizada. Los espacios intercelulares se
encuentran disminuidos. (Imagenes 24-27)

e Al observar las imagenes a 100x se observa claramente el nucleo baséfilo de los
neutréfilos dentro del tejido conectivo y cdmo han ido migrando hasta el epitelio.
De igual forma, se observa en un corte histolégico como el neutréfilo se
encuentra en proceso de diapédesis, saliendo del vaso sanguineo para
incorporarse al tejido conectivo. Los fibroblastos se observan de forma alargada,

con fibras de colageno a su alrededor. (Imagenes 28-31)

En esta muestra, se encontro claros signos de infiltrado inflamatorio, compuesto por

neutroéfilos principalmente y con presencia de macrofagos.
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Muestra de tejido estable con antecedente de enfermedad periodontal

En este grupo se obtuvieron 17 imagenes en total, 5 con aumento de 4x, 3 con

aumento de 10x, 2 con aumento de 40x y 7 con aumento de 100x.

En el andlisis de las imagenes se observa una gran cantidad de tejido epitelial
plano estratificado no queratinizado, con poco tejido conectivo subepitelial. En el
epitelio se observan claramente los diferentes estratos bien diferenciados. Hay
escasas invaginaciones del epitelio en el tejido conectivo. No se observa
infiltrado de células inflamatorias. (Imagenes 32-36)

A 10x se observa de manera mas clara el tejido conectivo con alta poblacion de
fibroblastos. No se observa infiltrado inflamatorio, aunque si se observan pocas
células inflamatorias. (Imagenes 37-39)

En las imagenes a 40x, se observa gran confluencia de células epiteliales en el
estrato granuloso. En el tejido conectivo se observan las fibras de colageno,
junto con una gran poblacion de fibroblastos cuyos ndcleos se observan
ovalados alargados y redondos. (Imagenes 40-41)

A 100x se observan los nucleos celulares de los queratinocitos principalmente.
Adicionalmente, hay presencia de algunas células claras dentro del tejido
epitelial. En el tejido conectivo, se observan los fibroblastos alargados, y algunos
con nucleo redondo. Hay presencia de fibras de coldgeno en relaciéon con los
fibroblastos. Adicionalmente, se observan mdultiples zonas de basofilia en el
tejido conectivo, de menor tamafio en comparacién con los fibroblastos y con las

células epiteliales. (Imagenes 42-48)
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Se observé en este tejido que las caracteristicas celulares y de la matriz

extracelular, presencia de infiltrado inflamatorio, son similares a las muestras del

tejido sano.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Neutrofilos Pocos Presentes Pocos
Queratinocitos Presentes Presentes Presentes
Fibroblastos Abundantes Pocos Presentes
Macroéfago Pocos Presentes Pocos
Colageno Presente Presente Presente
Linfocitos Pocos Abundantes Presentes

Tabla 2. Comparacién de poblaciones celulares y componente organico en las diferentes
muestras

DISCUSION

En la presente investigacion, se encontré que en las muestras de tejido sano los
fibroblastos estaban presentes en gran numero, con nucleos ovalados alargados
bien definidos, matriz extracelular abundante en coladgeno que se observan
dispersas en el tejido conectivo. En algunos cortes, no se observaron células
asociadas a un proceso inflamatorio, pero en la mayoria de ellos se observd
presencia de neutroéfilos, células circulantes como primera linea ante un proceso
inflamatorio. Se observan fibroblastos dispersos en el tejido conectivo (40x). Esto
concuerda con los resultados de Page y Schroeder(27), Listgarten(28), Brecx y
Schlegel(29), Chapple(30), Lang(31). En un paciente clinicamente sano, sin

presencia de sangrado, sin bolsas periodontales, aunque las caracteristicas
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histoldgicas corresponden a un estado de salud periodontal, hay presencia de

células inflamatorias, confirmando la evidencia cientifica previa y actual.

En la actualizacion de la clasificacion de enfermedad periodontal, se agrega como
diagndstico la salud periodontal, en donde se describe la estabilidad de los tejidos
en ausencia de signos clinicos de inflamacion. No obstante, histolégicamente en los
tejidos periodontales se encuentran células inflamatorias dentro de los tejidos sin
gue haya una respuesta inflamatoria. Los resultados de este estudio corroboran los

descritos por Lang y cols(31).

En la muestra de tejido con enfermedad periodontal activa se encontro el tejido
conectivo con infiltrado de células inflamatorias abundante, principalmente de
linfocitos y macrofagos. Adicionalmente, se encontré una disminucion en la cantidad
de fibroblastos dentro del tejido conectivo. En algunos cortes histologicos se
observan fibras de colageno, mientras que, en otros cortes, mas concretamente en
la lamina basal, se observé una disminucion de las fibras de colageno. Estos
hallazgos concuerdan con los descritos por Mackler y cols(32), Seymour(33), y
Seymour y cols(34). También se observo un aumento en los espacios intercelulares
en el tejido epitelial, lo que favorece la migracion de bacterias y otros patégenos
hacia el tejido conectivo. Estos resultados concuerdan con los descritos por Page y
Schroeder(27), donde se establecieron las diferentes fases del desarrollo de la
gingivitis y periodontitis. En un paciente con signos clinicos de inflamacion, bolsas
periodontales presentes con sangrado al sondaje, e histolégicamente el tejido

presenta un infiltrado inflamatorio, con disminucion de fibroblastos en el tejido
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conectivo, aumento en el espacio intersticial de las células del epitelio, reafirma la

evidencia previa y actual de la lesién periodontal establecida(35).

Los resultados obtenidos de la muestra del paciente estable con antecedentes de
enfermedad periodontal, muestran que en el tejido conectivo no se encuentra
infiltrado inflamatorio en comparacion con la muestra del paciente con enfermedad
periodontal activa. Sin embargo, si se observa algunas células inflamatorias,
principalmente linfocitos. Estos resultados concuerdan con los descritos por
Mahanonda y cols(36), quienes encontraron que, en pacientes sanos, hay células
B de memoria en el tejido conectivo y representa una baja respuesta inflamatoria,
aunque las células se encuentran activas, con capacidad de secretar anticuerpos
IgA e IgG. En la muestra se observo también un aumento en el ndmero de
fibroblastos en comparacion con la muestra del paciente con enfermedad
periodontal activa, lo que indica un resultado positivo en cuanto a reparacion y
cicatrizacion. Estos resultados corroboran los obtenidos por Brecx y cols(29),
quienes observaron un aumento del 57.7% al 71% en 6 meses en pacientes sanos
bajo un estricto régimen de control de placa bacteriana. Los autores infieren que los
pacientes presentaron episodios de gingivitis antes de iniciar el estudio, lo que pudo
haber contribuido al aumento de células inflamatorias, principalmente neutrofilos y
linfocitos, y a la disminucion de fibroblastos. En un paciente con antecedente sin
signos clinicos de inflamacidn, ausencia de bolsas periodontales, con antecedentes
de enfermedad periodontal, histologicamente presenta células B de memoria, PMNs

circundantes y un aumento en el numero de fibroblastos, hallazgos similares con los
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de un paciente sano periodontalmente. Estos resultados confirman y apoyan la

literatura contemporanea y la evidencia previa.

CONCLUSION

Este estudio muestra las caracteristicas histolégicas de un paciente sano, con

enfermedad periodontal activa y un paciente estable con antecedente de

enfermedad periodontal.

En un paciente sano, sin signos clinicos de inflamacion, histologicamente se
encuentran células inflamatorias (PMNSs, linfocitos) en el tejido conectivo, y
es compatible con salud periodontal. EI nimero de fibroblastos no se ve
alterado en estado de salud periodontal.

En un paciente con enfermedad periodontal activa, se observa un gran
infiltrado inflamatorio, principalmente de linfocitos, junto con macroéfagos y
PMNs. La poblacion de fibroblastos se ve disminuida en condiciones
inflamatorias cronicas.

En un paciente estable periodontalmente, con antecedentes de enfermedad
periodontal, hay presencia de PMNs y de linfocitos; caracteristicas
histoldgicas similares a las del tejido sano. EI niumero de fibroblastos

aumenta, como signo de reparacion en condiciones de salud clinica.

37



RECOMENDACIONES

Para futuros estudios, se recomienda aumentar el nimero de la muestra, y realizar
seguimiento a los pacientes involucrados en futuras investigaciones. Se sugiere la
implementacion de técnicas de inmunohistoquimica para determinar si hay otros
tipos celulares involucrados en el proceso inflamatorio, y si estan presentes en salud
periodontal. También es recomendable, no separar las ciencias basicas de la
clinica, pues es una forma valiosa de comprender aun mejor los procesos bioldgicos
de reparacion y de homeostasis en pacientes con enfermedad periodontal ya que
hay un gran potencial investigativo en la clinica de periodoncia de la Escuela de
Odontologia de la Universidad del Valle, lo cual seria un gran aporte al campo de la

investigacion.
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