Revista Internacional de Odontologia Restauradora y Periodoncia



29

Tratamiento de los defectos de
la mucosa oral con tejido celular
obtenido por ingenieria: serie de casos

Marc L. Nevins, DMD, MMSc!

En esta serie de casos se examina el tratamiento con un tejido bilaminar de
células vivas (TCV) obtenido mediante ingenieria como alternativa a los injertos
gingivales libres en individuos con defectos de la mucosa oral. Para el tratamiento
se seleccionaron 4 pacientes con cinco zonas que requirieron cirugia
mucogingival debido a una limitacién de la profundidad vestibular y de la
queratinizacién de la mucosa oral. La disponibilidad de injertos era limitada en
todos los pacientes incluidos o bien prefirieron evitar el injerto autélogo de tejido
blando. Los defectos de la mucosa oral se trataron con un tejido bilaminar de
células vivas obtenido mediante ingenieria, un disco circular de fibroblastos y
queratinocitos alogénicos vivos, derivados de humanos, confluentes y bicapa.
Se evalué la cicatrizacién de la zona, el aspecto histolégico de la mucosa
regenerada, y la persistencia del ADN del TCV. Todas las zonas cicatrizaron

sin problemas, mostrando una epitelizacién completa a los 14 dias del
postoperatorio y sin efectos adversos significativos. Las zonas tratadas se
asemejaron a los tejidos circundantes en cuanto a textura y color. Las muestras
histolégicas revelaron una arquitectura del tejido gingival caracterizada por un
epitelio paraqueratinizado con una respuesta inflamatoria crénica muy escasa y
difusa en el tejido conjuntivo. La persistencia del ADN indicé que los pares de
muestras (frotis y biopsia) obtenidos de cada individuo mostraron el mismo
identificador de ADN, sin evidencias de ninguna otra fuente. Son necesarias
més investigaciones para evaluar la utilidad del TCV en la préctica clinica.
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Los pacientes que requieren trata-
miento mucogingival lo suelen pos-
poner a menudo debido a la dispo-
nibilidad limitada de injertos o por-
que quieren evitar los inconvenientes
asociados al injerto autélogo’3. A
pesar de que se han desarrollado
varias intervenciones de cirugia plas-
tica periodontal para aumentar la
zona de la encia queratinizada e
insertada®®, las heridas de la zona
donante y la necesidad de multiples
intervenciones quirdrgicas hacen que
los pacientes busquen otras opcio-
nes terapéuticas. Por tanto, seria ven-
tajoso encontrar una opcion tera-
péutica que eliminase el dolor de la
obtencién de tejido donante palati-
no y permitiese tratar multiples dien-
tes en una Unica intervencion.

Los clinicos han utilizado injertos
alogénicos y biomateriales sintéticos
en cirugia mucogingival con resulta-
dos variables®’. Investigaciones
recientes han explorado la posibili-
dad de utilizar derivados de tejido
vivo obtenidos mediante ingenieria
(tratamiento con células vivas [TCV])
como alternativa a los injertos pala-
tinos para dientes®°. El objetivo de
este articulo es presentar el uso del
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Datos de los individuos

Zona de tratamiento

Descripcion del caso

Individuo Edad Sexo
1 29 H
2 39 M
3 54 M
4 64 M

Max.inf.|, incisivo central
Max. sup. |, primer premolar
Max.inf.l, primer premolar
Max.inf.I, primer premolar
Max.inf.l, primer premolar

Todos los incisivos del maxilar inferior

Tratamiento de un diente Unico

Tratamiento de un diente Unico

Zonas edéntulas: premolares y primer molar del maxilar inferior izquierdo
Tratamiento de una pieza unitaria

TCV como alternativa para tratar los
defectos de la mucosa oral. El TCV
examinado en esta serie de casos se
ha utilizado para tratar heridas dér-
micas resistentes al tratamiento, inclui-
das las Ulceras cutdneas diabéticas y
venosas, en mas de 200.000 pa-
cientes. El TCV es una formacién
bilaminar de células neonatales via-
bles y alogénicas formado por una
capa inferior de fibroblastos y una ca-
pa superior de queratinocitos que
facilitan la cicatrizacién proporcio-
nando a la herida la matriz extrace-
lular y las citoquinas de expresion'’.
Las dos capas de la estructura pare-
cen actuar de forma sinérgica, pre-
sentando un mayor abanico de qui-
nas que las que presentaria cada
capa por separado’?13,

En esta serie de casos se exa-
mina un tratamiento con un tejido
bilaminar de células vivas (TCV)
obtenido mediante ingenieria como
alternativa a los injertos gingivales
libres en individuos con defectos de
la mucosa oral. Las zonas se trataron
y se evalud la cicatrizacion de la heri-

da, el aspecto histolégico de la
mucosa regenerada, y la persisten-
cia del ADN del TCV. Para estable-
cer las caracteristicas del tejido rege-
nerado en las zonas tratadas se
obtuvieron biopsias mediante inci-
sién circular (2,5 mm de didmetro) a
las 3 y 7 semanas del tratamiento y
se remitieron para su estudio. La
mitad de cada biopsia se procesé
para su estudio histolégico y en la
otra mitad se comprobé la persis-
tencia de los implantes de TCV com-
parando el ADN de las biopsias
extraidas con las muestras de ADN
de los participantes del estudio.

Materiales y métodos

Se seleccionaron 4 individuos pro-
cedentes de una clinica privada en
base a su necesidad de tratamiento
quirdrgico mucogingival (1 hombre,
3 mujeres; edad: 30 a 60 afos) (tabla
1). Requerian un injerto gingival libre
para tratar los defectos mucogingi-
vales pero, o bien tenian un aporte

limitado de la zona donante o no
estaban dispuestos a someterse a
una extraccion de injerto palatino.
Todos los individuos estaban sanos 'y
no tenian problemas conocidos de
cicatrizacién, aunque un individuo
habfa sido fumador de medio paque-
te de cigarrillos diarios durante los
dltimos 20 afios y siguié fumando
durante el tratamiento y el periodo
de observacién. Se trataron cinco
zonas, incluida una zona edéntula
bajo una protesis parcial fija sopor-
tada por 4 implantes provisionales.

Todos los individuos recibieron
un TCV bicapa obtenido mediante
ingenieria (CelTx, Organogenesis)
en lugar de un injerto gingival libre.
EITCV es un producto vivo formado
por una bicapa de queratinocitos y
fibroblastos humanos (aislados del
joreskin) construido sobre una matriz
de colageno bovino tipo |y sumi-
nistrado en una bandeja bioinerte
con un medio de soporte gelificado
(agarosa). El producto se envia en un
dispositivo disefiado y validado para
mantener la viabilidad a temperatu-
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ra ambiente. EI TCV se utilizd, como
se especifica, en los 10 dias poste-
riores al envio.

Se utilizaron incisiones horizon-
tales en la unién mucogingival para
crear lechos tisulares receptores a
espesor parcial. Se liberaron las in-
serciones del frenillo y se suturaron
para proporcionar hemostasia y
reducir la extensién de la herida. La
bandeja bioinerte del TCV se abrid
en condiciones estériles y se saco el
TCV del envase de polivinilo y se
doblé en cuatro capas para propor-
cionar el grosor adecuado para la
sutura y una «dosis» del tratamiento
celular. EI TCV en capas se recortd
para adaptarse a las dimensiones
del lecho de tejido conectivo pre-
parado y se coloco con el lado basal
(fibroblastos) en contacto con el
lecho del injerto y el lado epitelial
orientado a la superficie. Entonces
se suturé con polipropileno o catgut
y se colocd un cemento quirdrgico
sobre las zonas quirdrgicas (mepi-
tel, MélInlycke Health Care; Coe-Pak,
GC America). Se recetaron antibié-
ticos (amoxicilina, 500 mg tres veces
al dia durante 5 dias, o clindamici-
na, 300 mg tres veces al dia duran-
te 5 dias) durante el postoperatorio.
Los individuos volvieron a cepillar-
se los dientes mediante la técnica
modificada de Stillman transcurridos
7 dias y volvieron a utilizar el hilo
dental en la zona quirdrgica después
de 4 semanas. Fueron citados de
nuevo y se evaluaron al cabo de 1,
2y 3semanasy 1,2, 3y 6 meses.

La cicatrizacién y la apariencia
del tejido se monitorizaron a lo largo
de todo el estudio y se registrd cual-
quier reaccion adversa o suceso des-

tacado referente a la cicatrizacién. Se
registré la recesion y la profundidad
de la bolsa al milimetro méas cercano
(UNC Probe, Hu-Friedy) al inicio y a
los 6 meses para obtener las medi-
ciones de los niveles de insercion cli-
nica. Se midié el grosor del tejido
queratinizado al inicio y a los 6 meses.

Para determinar el caracter del
tejido generado en las zonas tratadas
se obtuvieron muestras de biopsia
mediante sacabocados (2,5 mm de
didmetro) a las 3 y 7 semanas pos-
tratamiento y fueron remitidas para su
andlisis. La mitad de cada muestra se
colocd en formalinay se procesé para
su andlisis histolégico, y la otra mitad
se congeld y se comprobd la persis-
tencia de los injertos de TCV com-
parando el ADN de la muestra biop-
siada con muestras de ADN salivar de
los individuos. Se realizé la amplifi-
cacién y el tipaje del ADN de las
muestras salivares y tisulares y se
obtuvieron los resultados utilizando
un anélisis de microsatélites.

Resultados

Las cinco zonas quirdrgicas cicatri-
zaron sin problemas, con epiteliza-
cién completa hacia los 14 dias del
postoperatorio y sin efectos adver-
sos significativos. Las intervenciones
lograron los objetivos de aumento
de la anchura de la encia queratini-
zada sin necesidad de un injerto
palatino, y las zonas tratadas pre-
sentaron la misma textura y color
que el tejido adyacente. Los tejidos
estaban sanos desde el punto de
vista periodontal y no presentaron
sangrado al sondaje.
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Figuras 1a (izquierda) y 1b (derecha)
Preparacién de la zona para recibir el TCV.

Figuras 1c (izquierda) y 1d (derecha)
Bandeja de biorreaccién con el TCV
doblado en cuatro capas para proporcionar
grosor y suministrar una dosis suficiente

del tratamiento.

Figura 1e (izquierda) TCV doblado y del
tamario adecuado para el tratamiento. Las
células epiteliales estan en la superficie y
las células dérmicas deberéan colocarse
directamente en el lecho de la herida.

Figura 1f (derecha) Colocacién del TCV
sobre el lecho de tejido conjuntivo.

Figura 1g (izquierda) Zona del TCV a los
3 dias de la intervencién.

Figura 1h (derecha) Zona del TCV a las
4 semanas.

Figura 1i (izquierda) Obtencién de una
muestra de biopsia de 2,5 mm mediante
punch a las 4 semanas.

Figura 1j (derecha) Zonas tratadas a los
26 meses, mostrando un resultado estable.
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Informe de los pacientes

El paciente 1 presentd una encia no
adherida (0 a 2 mm de encia quera-
tinizada) y una insercién elevada del
frenillo en el margen gingival de los
incisivos inferiores (figura 1a). La
zona quirdrgica se prepard de acuer-
do a la preparacion del lecho recep-
tor para un injerto gingival libre
creando una incisién horizontal en la
unién mucogingival directamente a
través del frenillo. Posteriormente
se colocaron suturas de catgut de
6-0 en la mucosa labial en la zona de
insercién del frenillo reseccionado
(figura 1b). Un trozo de 20 x 10 mm?
de TCV de cuatro capas (figuras 1c
a 1e) se fij6 mediante suturas de
polipropileno de 7-0 utilizando la
técnica suspensoria continua y pun-
tos sueltos (figura 1f). La herida qui-
rirgica se protegié con un aposito
de dos capas (Mepitel, Coe-Pak). El

Figuras 2a (izquierda) y 2b (derecha)
Aspecto inicial del paciente 3 mostrando
la zona edéntula y la preparacion de la
zona donante.

Figura 2c (izquierda)
quirdrgica del TCV.

Aplicacion

Figura 2d (derecha) Aspecto de la zona
7 meses después de la intervencién.

apositoy las suturas se retiraron a los
3 dias de la intervencién (figura 1g).

El paciente fue citado para eva-
luar la cicatrizacién de la herida, con-
trolar la placa supragingival y recibir
instrucciones sobre higiene oral los
dias 3,7, 14y 28 tras la intervencién.
Durante la visita del dia 28 (figuras
Th y 1i) se obtuvo una biopsia
mediante punch de la zona tratada
y se obtuvieron muestras de ADN
tanto del tejido cicatrizado como de
la saliva de los individuos para su
andlisis comparativo.

La cicatrizacién transcurrié sin
problemas y el tratamiento con TCV
provocé un aumento de la anchura
de la encia queratinizada con un
tejido clinicamente sano, una pro-
fundidad al sondaje minima y sin
sangrado durante el mismo. El
seguimiento a largo plazo (26 me-
ses) reveld la estabilidad de |la zona
tratada (figura 1j).

El paciente 3 presenté edentulis-

mo en la zona premolar izquierda y
sobrecrecimiento de la mucosa alveo-
lar que se extendié al aspecto coro-
nal de la cresta edéntula tras los pro-
cedimientos de extraccion y preser-
vacién de la cresta (figura 2a). La zona
edéntula se traté con implantes den-
tales que soportaron una protesis
parcial fija provisional, y el paciente
necesitd un aumento gingival con
vestibuloplastia para aumentar la
zona de mucosa queratinizada y nor-
malizar la linea mucogingival previa-
mente desplazada. Se realizé una
incision horizontal apical a la unién
mucogingival, y se eliminé la muco-
sa coronal a la incisiéon mediante una
diseccién de espesor parcial a fin de
preparar el lecho receptor para apli-
car el TCV (figura 2b), que se suturd
con catgutdel 5-0 (figura 2¢). La cica-
trizacién se produjo sin incidencias,
aunque parecié existir una ligera
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migracién coronal de la unién muco-

gingival durante la fase de madura-
cién de la cicatrizacién desde la
semana 4 a la 12 del postoperatorio.
El resultado a los 7 meses del posto-
peratorio muestra que el tratamiento
clinico fue satisfactorio (figura 2d).

Anélisis histolégico

Las muestras histolégicas obteni-
das mediante biopsia con punch3y
7 semanas después de la interven-
cién revelaron un tejido gingival carac-
terizado por un epitelio paraquerati-
nizado con una respuesta inflamato-

Figura 3 (izquierda) La muestra de
biopsia tomada el dia 35 revela un epitelio
paraqueratinizado con una estructura

y organizacién normal del tejido
(hematoxilina y eosina). El tejido conjuntivo
presenta un escaso infiltrado inflamatorio
crénico més destacado en el tejido
conjuntivo papilar inmediatamente
adyacente al epitelio (X 10).

Figura 4 (derecha) Biopsia de la zona
edéntula a los 26 meses (hematoxilina
y eosina, X 10).

ria crénica en el tejido conjuntivo muy
escasa y difusa (figura 3). En conjun-
to, todas las muestras presentaron un
epitelio superficial normal. Una de las
muestras (figura 3) presenté una capa
epitelial delgada y de color rosado
compatible con una transicion tem-
prana a un epitelio ortoqueratiniza-
do. Esto podria representar una fase
temprana de maduracién hacia un
epitelio mucho més queratinizado.
Una biopsia de seguimiento de
la zona edéntula a los 26 meses
(figura 4) mostré un epitelio para-
queratdtico sano de grosor normal
con crestas interpapilares elonga-
das. El estroma no present6 infla-

macién y parecié estar formado por
tejido conjuntivo fibroso normal.

Persistencia del ADN

El examen de la persistencia del
ADN indicé que cada par de mues-
tras (frotis y biopsia) obtenida de
cada individuo presenté el mismo
ADN identificativo, sin evidencia de
ninguna otra fuente. Esto demostrd
que en el momento de la realizacién
de la biopsia (20, 29, 35 y 45 dias),
en las zonas injertadas solamente
estuvo presente el ADN de cada uno
de los 4 individuos.
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Discusién

Esta serie de casos demostré el
potencial de un tejido bicapa TCV
obtenido por ingenieria para tratar
defectos de la mucosa oral. Las
cinco zonas tratadas cicatrizaron con
una mucosa gingival histolégica-
mente normal que demostré clini-
camente un aumento en la anchura
de la encia queratinizada. El uso de
TCV estd demostrado en zonas par-
cialmente edéntulas, y el tratamien-
to tiene como resultado un aumen-
to del tejido queratinizado y una
mejoria de la anatomia vestibular
que facilité las técnicas de higiene
oral. El color y la textura del tejido
resultante coincidieron con el tejido
de la mucosa oral circundante. Con
respecto a esto, la estética fue supe-
rior al aspecto esperado con los
injertos gingivales libres, donde a
menudo existen diferencias en cuan-
to al color y la textura de las zonas
injertadas y los tejidos circundantes.

En la bdsqueda de una alterna-
tiva al injerto gingival se han estu-
diado biomateriales y materiales alo-
génicos, pero estos materiales iner-
tes han arrojado resultados varia-
bles, quizéds debido a que no se
revascularizan facilmente o a que
apenas proporcionan estimulo para
una cicatrizacién activa'#1’. Los fac-
tores de crecimiento, que estimulan
la cicatrizacién de la herida y redu-
cen de forma concomitante la dura-
cién de las molestias postoperato-
rias, parecen prometedores'®!?. El
TCV puede favorecer la cicatrizacion
al proporcionar una matriz extrace-
lular para la herida y la expresién de
las citoquinas'". Las dos capas de la

matriz parecen actuar de forma
sinérgica proporcionando una mues-
tra mas amplia de factores de creci-
miento que los proporcionados por
cada capa por separado'?13. EI TCV
produce una variedad de factores
de crecimiento angiogénicos, como
el factor de crecimiento endotelial
vascular y el factor de crecimiento
fibroblastico basico, que son impor-
tantes inductores de la vasculariza-
cion durante las fases iniciales de la
cicatrizacion de la herida. El TCV
también produce defensina B de
forma continuada, que reduce
potencialmente la carga bacteriana
cerca del defecto y conduce a una
cicatrizacion mas rapida y sin sobre-
saltos?.

McGuire y cols.’® investigaron
el TCV como alternativa a los injer-
tos gingivales libres autélogos en
un estudio piloto controlado de
boca partida realizado en 25 pacien-
tes. EI TCV se compard con los injer-
tos gingivales libres en los cuadran-
tes contralaterales que presentaban
zonas con una encia insertada defi-
ciente y se comprobé que era segu-
ro y capaz de regenerar tejido que-
ratinizado dle novossin la morbilidad
ni las potenciales dificultades clinicas
asociadas a la cirugia de autoinjerto
palatino. Se demostré un aumento
del tejido queratinizado en 24 de
las 25 zonas estudiadas después
de 6 meses. Tres cuartas partes de
las zonas produjeron bandas de
encia queratinizada de cémo mini-
mo 2 mm de anchura. No se obser-
varon diferencias entre las zonas
control y las zonas test en cuanto al
nivel de insercién clinica, recesién,
inflamacién o resistencia al estira-
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miento del mudsculo. Ademas, se
observé que el TCV fue superior a los
injertos gingivales libres en cuanto a
la similitud del color y la textura.
Comprensiblemente, los individuos
prefirieron el tratamiento TCV que la
cirugia palatina de autoinjerto.

En este informe, el estudio his-
tolégico mostrd un tejido gingival
clinicamente normal formado por un
epitelio paraqueratinizado. A pesar
de que el aspecto macroscépico del
tejido «regenerado» se diferencia-
ba de la mucosa alveolar adyacente,
en el momento de la biopsia inicial
(20 a 45 dias) no se observo la madu-
racién completa hasta un tejido total-
mente ortoqueratinizado. La evalua-
cion histolégica demostrd la presen-
cia de un epitelio paraqueratético
(retencién de nucleos en las capas
mas superficiales y ausencia de estra-
to granuloso). Cualquier discrepancia
entre el aspecto macroscépico y
microscopico puede explicarse por
la naturaleza regenerativa de este
epitelio. Si los tejidos estaban en un
estado hiperproliferativo y no pre-
sentaban alun una latencia total, es
posible que los nucleos estuviesen
retenidos en la capa mas superficial
del epitelio. Una posible muestra de
esta maduracién temprana a un epi-
telio ortoqueratinizado se puede
apreciar en la figura 3. La ultima
muestra, obtenida a los 26 meses
(figura 4), reveld una queratinizacién
mas madura de epitelio de superficie.

El anélisis de la persistencia del
ADN indicé que el TCV no estuvo
presente en el momento de la toma
de muestra para biopsia (3 a 7 sema-
nas). En otras aplicaciones para heri-
das dérmicas, una estructura similar

de células vivas sufre una necrosis
relativamente répida tras el injerto
(quizas a los 7-14 dias). Esto no quie-
re decir que las células basales bien
adaptadas no sean viables; proba-
blemente si lo sean y estén contri-
buyendo a la regeneracién. Por este
motivo también podria ser Gtil biop-
siar los injertos en periodos mas ini-
ciales para verificar la viabilidad del
tejido. Evaluar esta «ventana de via-
bilidad» permitiria esclarecer la res-
puesta biolégica del tejido. Dado
que el TCV se «disipa» del lugar de
cicatrizacion, aparentemente actia
como agente cicatrizante, en oposi-
cion a un injerto.

Los resultados de esta serie
reducida de casos, junto con otras
evidencias para la aplicacién de
matrices de células vivas en heri-
das dérmicas que no responden al
tratamiento, parecen indicar que el
TCV podria favorecer la cicatriza-
cién de las heridas en mucosas gra-
cias a una serie de factores de cre-
cimiento suministrados en funcién
de las necesidades de la herida en
cicatrizacion. Las citoquinas favo-
recerian no sélo la proliferacion
celular, sino también la angiogéne-
sis, un componente critico de la
cicatrizacidon de heridas orales. Al
parecer el TCV actla como trata-
miento cicatrizador mas que como
injerto, guiando quizas a las pro-
pias células del paciente a la zona
de tratamiento para desarrollar
nuevos tejidos. Dado que el TCV ya
no estd presente transcurridas las
primeras semanas, es posible que
se produzca una llamada inicial de
citoquinas y la consiguiente casca-
da celular para la cicatrizacién.

Conclusién

Este articulo demuestra la cicatriza-
cién de los injertos en la mucosa
oral tratados con TCV. La epiteliza-
cién completa se produjo hacia el
dia 14 del postoperatorio, sin efec-
tos adversos significativos. Las zonas
tratadas presentaron el mismo color
y textura que los tejidos adyacentes.
Las muestras histoldgicas revelaron
una arquitectura del tejido gingival
caracterizada por la presencia de un
epitelio paraqueratinizado. Los
resultados de la persistencia del
ADN indicaron que en el momento
de la biopsia solamente estaba pre-
sente el ADN de cada individuo en
las zonas de cicatrizacion, lo que
demuestra la no persistencia del
TCV. Las observaciones iniciales indi-
can que el tratamiento puede ser
atil en caso de defectos de la muco-
sa oral en zonas edéntulas. Son nece-
sarios estudios clinicos e histoldgicos
adicionales para evaluar la utilidad
del TCV en la practica clinica.
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