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RESUMEN

Se desarroll6 MEMBRACEL-Uso Odontolégico-(MO), membrana de coldgeno
reabsorbible de extrema pureza, teniendo en cuenta como antecedente MEMBRACEL-
-Ap6sito de coladgeno, uso médico, disefiada como cubierta cutdnea transitoria. Se presen-
taron, ademds, los informes preliminares de una secuencia de trabajos en los que se
demuestra como primera etapa la biocompatibilidad de MO realizando cultivos de
queratinocitos sobre el biomaterial. Posteriormente se trabajé con animales de laboratorio
recogiéndose datos que alentaron experiencias clinicas. Los resultados obtenidos son avalados
por microscopia, cortes histoldgicos, transiluminacién y fotografia.

Palabras clave: Colageno, membrana reabsorbible, regeneracién dsea guiada, regenera-
cion tisular guiada.

la matriz extracelular. Cuando el
procolageno intracelular se secreta al me-
dio extracelular, las moléculas liberadas
bajo la forma de un precursor tropocoldgeno
se retinen en fibras responsables de la inte-
gridad funcional y estructural de tejidos
como hueso, cartilago, mucosas, dermis,
dentina, etcétera.

En los tejidos humanos se conocen al-

COLAGENO

El colageno ha sido uno de los mate-
riales mas utilizados en medicina para re-
parar dafios o traumas quimico-mecanicos,
ya sea en piel o mucosas, debido a su
biocompatibilidad y su capacidad para pro-
mover la cicatrizacion de heridas. Esta pro-

teina estructural representa, en los mami-
feros, 30 % de las proteinas totales del or-
ganismo. Su funcién es mecénica y de so-
porte, siendo un componente importante de

rededor de 16 tipos de colageno diferentes,
siendo los méas abundantes y por lo tanto los
maés estudiados los de tipo I, presente en
hueso, los de tipo II, presente en cartilago



hialino y los de tipo III, presente en piel.
La naturaleza comun de todos estos tipos
de colagenos es la configuracién espacial
de triple hélice de su estructura molecular,
cada una formada por el enrollamiento de 3
cadenas unidas entre si. Estas cadenas pre-
sentan uniones intramoleculares y
extramoleculares, las cuales mantienen el
entrecruzamiento molecular, requisito ne-
cesario para que las fibras de colageno pue-
dan resistir el impacto al que son someti-
das. Cabe mencionar que estas fibras dejan
lugar a sustancias cemento, como los
proteoglucanos y glucosaminoglucanos, que
estabilizan la estructura helicoidal a tem-
peraturas de entre 36 y 48 °C, ademas de
las glucoproteinas, que hacen a las propie-
dades biomecanicas y a la funcién de cada
tejido. Asimismo, las fibras se disponen
espacialmente de diferentes maneras, de
acuerdo con la funcién que habra de cum-
plir cada tejido: en paralelo (tendones),
como placas en distintas direcciones (piel),
en forma de fibras continuas (dientes), de-
pendiendo de las diferentes direcciones de
las fuerzas que deban soportar. !

REGENERACION TISULAR Y OSEA GUIADAS

La periodoncia fue una de las ramas
pionera de la odontologia en la bisqueda de
recuperar aquellos tejidos perdidos por pro-
cesos patologicos. La terapia periodontal
reconstructiva tuvo como objetivo, desde sus
origenes, reparar en forma predecible el
aparato de insercion de aquellas piezas den-
tarias que mostraban pérdida de tejido
conectivo de soporte y hueso alveolar, a
causa del padecimiento de periodontitis en
alguna de sus manifestaciones agresivas.>

Desde principios de la década de los
afos 80, se han investigado diversos
biomateriales que han ampliado el espec-
tro de posibilidades a la hora de tratar una
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lesion periodontal. El estudio de estos ma-
teriales aplicados a la cicatrizacion de las
heridas ha derivado en la modalidad de tra-
tamiento denominada regeneracion tisular
guiada (RTG).3Esta técnica no se conforma
con mejorar las condiciones bioldgicas y
restablecer la salud mediante la reinsercion
0 la nueva insercion de fibras sobre la super-
ficie radicular tratada, sino que avanza hacia
la recuperacion de los tejidos perdidos.

La RTG consiste en la colocacién de
barreras sobre el codgulo que se forma en
la lesion periodontal, luego del tratamiento
quirdrgico del aparato de insercion de las
piezas dentarias y la remocién del mate-
rial patolégico. A su vez, dichas barreras
deben ser posicionadas por debajo de los
colgajos mucoperidsticos, favoreciendo de
esta manera la generacién de un espacio
que deriva en la proliferacion tisular. Cabe
aclarar que otro de los principios fundamen-
tales de la RTG es la exclusion de las célu-
las provenientes del epitelio gingival y el
tejido conectivo en el proceso de cicatriza-
cion. Este tratamiento selectivo determi-
na qué tipo de células puebla el espacio
generado, induciendo de este modo la for-
macion por parte del organismo de nuevo
hueso alveolar, nuevo cemento y nuevas fi-
bras de insercion dentoalveolares a expen-
sas de células pluripotenciales existentes
en el ligamento periodontal.*

El material mas utilizado para la con-
feccion de barreras no reabsorbibles ha sido
el politetrafluoroetileno expandido. Los re-
sultados satisfactorios han sido una ca-
racteristica comun e incuestionable de la
innumerable cantidad de trabajos de expe-
rimentacion y casos clinicos publicados al
respecto.>¢ No obstante esto, algunos auto-
res sugieren la utilizacién de membranas
reabsorbibles, argumentando la obtencion
de resultados igualmente predecibles sin
requerir segundas cirugias de remocién.”



Materiales sintéticos como el acido
polilactico, entre otros, son utilizados para
la confeccién de membranas reabsorbibles.?
Sin embargo, son los distintos tipos de mem-
branas de coldgeno los que en la actualidad
cuentan con la mayor casuistica exitosa re-
portada.’

Los defectos periodontales no son los
unicos casos clinicos en los que la escasez de
tejidos condiciona el éxito del tratamiento.

En la actualidad los implantes
endodseos se han convertido en una alter-
nativa predecible para tratar el eden-
tulismo, siendo la disposicion de hueso el
mayor condicionante de esta técnica.”

La regeneracion dsea guiada (ROG) es
el nombre con el cual se denomina a aque-
llas cirugias que se efectiian con la intencién
de recuperar hueso alveolar atrofiado o man-
tener el ya existente en brechas edéntulas,
mediante la utilizacién de barreras.

Para realizar ROG es necesario contar
con materiales que cumplan con los mis-
mos requisitos de los que se exigen a los
utilizados para RTG. A saber: 1. biocom-
patibilidad; 2. oclusividad celular; 3. gene-
racion de espacio; 4. integracion a los teji-
dos y 5. facil manipulacién. Ademads, es
necesario que permanezcan el tiempo sufi-
ciente como para permitir la proliferacion
de los tejidos buscados.

Trabajos de laboratorio en los que se
efectuaron defectos criticos en mandibula
de conejos, han demostrado que las mem-
branas de colageno son efectivas para evi-
tar la invasion de tejido fibroso cuando se
pretende ROG." Sin embargo, ante deter-
minadas situaciones clinicas, estas mem-
branas no resisten la presion que le ejercen
los tejidos durante la cicatrizacion. Esto
induce al colapso de la herida y por lo tanto
al fracaso de la técnica. Es por esta razon
que se aconseja su utilizacion en combina-
cion con distintos tipos de injertos, con la
intenciéon de mantener dicho espacio. !>

Ademéds, estos injertos pueden ser osteo-
génicos, osteoinductores u osteocon-
ductores.

La mayoria de las membranas de
colageno actualmente disponibles para RTG
y ROG se obtienen del tejido cadavérico hu-
mano o animal.'*'® MO (Membracel Uso
Odontoldgico) se ha desarrollado a partir de
M, membrana de coldgeno utilizada en me-
dicina como cubierta temporaria para el tra-
tamiento de quemaduras, escaras y ulceras
varicosas (Strusi EP, Mohadeb C. Quemadu-
ras tratadas con membranas de colageno. In-
forme Preliminar. Inédito). La bibliografia al
respecto de este nuevo biomaterial no es abun-
dante (Pérez M, Rodriguez Calzadilla O.
Seguridad y eficacia de la membrana de
colageno “Membracel” con “Apafil G”. IX
Congreso de la Sociedad Cubana de Cirugia
Maxilofacial. 2003)."

Segtin datos aportados por el laborato-
rio, MO seria el producto de una alta puri-
ficacion de tejido conectivo de animales
jovenes reconstituida en laminas, y estaria
compuesta por coldgeno tipo I y vestigios
de 4cido lactico y glicerol. Las caracteris-
ticas macroscdpicas del material son su
transparencia y su textura uniforme. Luego
de ser humedecida por unos segundos en
solucion acuosa adquiere mayor resistencia
y aumenta su manuabilidad.

A continuacion se mostraran informes
de trabajos de investigacion in vitro, in vivo
y experiencias clinicas preliminares con este
material.

METODOS

CULTIVO DE QUERATINOCITOS HUMANOS SOBRE
MEMBRANAS DE COLAGENO MEMBRACEL

Cultivo de queratinocitos humanos

Se obtienen prepucios humanos por cir-
cuncision quirdrgica y se mantienen a 4 °C
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en medio MCDB 153 (Sigma) con antibi6ti-
co y antimic6tico hasta su procesamiento.

Se realizan varios lavados con PBS (so-
lucién salina balanceada) sin calcio ni
magnesio con antibiético y antimic6tico
y se cortan los prepucios en fragmentos
de 1 cm? de superficie.

Se incuban los fragmentos toda la no-
che a 4 °C con dispasa (Sigma P- 3417),
250 mg de dispasa en 100 mL de PBS.

Con ayuda de pinzas, se separa cuida-
dosamente la epidermis de la dermis.

Los fragmentos de epidermis se lavan
en PBS con antibidticos y se cortan en pie-
zas de 1 mm, las que se colocan en una
placa de petri con tripsina 0,05 % + 0,2 %
de EDTA, durante 12 a 15 min a 37 °C. Se
utiliza una pipeta Pasteur para dispersar las
células de la epidermis por aspiracion re-
petida. La suspension obtenida se pasa a un
tubo de centrifuga y se agrega igual volu-
men de factor antitripsina de poroto de soja
(Gibco 17075-011). Se centrifuga a 1 500 rpm
durante 5 min y el pellet se dispersa en
medio MCDB 153 + 100 ng/mL de extrac-
to de pituitaria bovina (Sigma E-0760 ) con
antibidtico y antimicético, se siembra so-
bre placa o frasco de poliestireno a una
densidad de 10° células/cm?.

El subcultivo debe realizarse cuando las
células han alcanzado 60 % de confluencia.

SUBCULTIVO Y SIEMBRA SOBRE MO

1. Preparacion de las membranas: fragmen-
tos de membrana Membracel son colo-
cados en forma aséptica en el fondo de
placas de petri para cultivos celulares y
lavadas durante 24 h con 3 cambios de
medio MCDB 153 + fibronectina hu-
mana (Gibco 33010-018 ) 2 ng/cm?.

2. Subcultivo de los queratinocitos: los
queratinocitos son lavados con tripsina-
EDTA e incubados durante aproximada-
mente 5 min a 37 °C y observados al
microscopio hasta que las células se des-

68

prendan en 90 %. Se agrega factor
antitripsina de poroto de soja y se
centrifuga a 1 500 rpm durante 5 min. El
pellet se dispersa en medio MCDB 153+
extracto de pituitaria bovina + antibio-
tico y antimicético. Se cuenta en cdma-
ra de Neubauer y se siembra sobre las
membranas a una densidad de 10° célu-
las/cm?. 20

Las muestras fueron tratadas por el
método Giemsa de coloracién y observadas
por microscopia de fases.

REGENERACION OSEA EN DEFECTO CRITICO
GENERADO EN CALOTA DE RATAS
DE LABORATORIO

Modelos

Se utilizaron 60 ratas macho Wistar
de entre 400y 450 g.

Los animales fueron separados de a 10
al azar, quedando 6 lotes, que a su vez fueron
divididos en 2 grupos, A-By C (grupos con-
trol) y D-E y F (grupos de experimentacion).

Los sacrificios se establecieron de la for-
ma siguiente: 1. grupos Ay D alos20d; 2.
grupos By Ealos40d;y3. CyFalos60d.

Los animales fueron anestesiados por
via intraperitoneal utilizando ketamina
100 mg/kg de peso y cilacina 40 mg/kg.

Las zonas correspondientes a las calotas
de las ratas fueron anestesiadas en forma
infiltrativa con xylocaina 2 % y 1:100 000
de epinefrina. Dichas areas fueron rasura-
das y desinfectadas con solucién de yodo-
povidona.

Se efectud una incisién de 3 cm con
hoja de bisturi N° 11 hasta el plano 6seo
desde el frontal hasta el occipital. Una vez
legrados piel y tejidos subyacentes fueron
expuestas las calotas craneanas.

Se realiz6 una lesion circular de 8 mm
de didmetro con fresa trefina en las calotas



dejando expuesta la duramadre de los 60
animales.

A los grupos D-E y F se les colocaron
trozos de MO entre la duramadre y la calota.
Los defectos fueron cubiertos con trozos de
MO ubicados en forma subperidstica y los
colgajos fijados en su lugar por la sutura. El
material utilizado a tal efecto fue seda 4-0.

A los grupos A-B y C se les cubri6 el
defecto solo con la reposiciéon de los
colgajos.

Las biopsias fueron descalcificadas y
fijadas en parafina. Se realizaron cortes con
micrétomo de 6 um de espesor. Los cortes
fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y
observados en un microscopio de luz (Caride
E Caride E, Laguens M. Estudio histomor-
fol6gico del comportamiento de un relleno
6seo. Reunion anual de la Sociedad Argen-
tina de Periodoncia. 2002).

Las calotas fueron observadas
macroscopicamente por el método de
transiluminacion.

" i

Fig. 1 Queratinositos humanos
sobre la membrana.

:lﬁ.'.l .

RESULTADOS

CULTIVO DE QUERATINOCITOS HUMANOS SOBRE
MEMBRANAS DE COLAGENO MEMBRACEL

Por microscopia de fases se observo el
desarrollo de las células sobre las mem-
branas; no se recogieron datos negativos que
pudieran generar dudas respecto de la
biocompatibilidad del material (fig.1).

REGENERACION OSEA EN DEFECTO CRITICO
GENERADO EN CALOTA DE RATAS DE LABORATORIO

Histologia: se realizaron cortes a los
20, 40y 60 d. Se exponen imagenes corres-
pondientes al grupo control (sin MO) y al
experimental (con MO), a los 60 d de efec-
tuadas las cirugias. Mientras que las im4-
genes correspondientes al grupo control
corresponderian a un tejido poco diferen-
ciado, las imagenes del grupo experimen-
tal muestran una estructura tisular més or-
ganizada y rica en células (figs. 2 y 3).
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Transiluminacion: se observaron dife-
rencias significativas por este método en-
tre las calotas del grupo control (sin MO) y
el experimental (con MO) a los 60 d. Mos-
tr6 mayor grado de calcificacion el grupo
experimental (figs. 4y 5).

ENSAYQS PRELIMINARES EN HUMANOQS
Colocacion de MO en alveolos posextraccion

Los casos clinicos seleccionados fue-
ron exodoncias de piezas en cuyos lugares
se colocarian implantes endodseos en for-
ma diferida.

Los alveolos posextraccion se llenaron
de fosfato tricélcico (FTC) con la finalidad
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Fig. 2 Cicatrizacidn de defecto critico sin membra-
na. Corte histoldgico a los 60 d de efectuada la ciru-
gia. Ndtese el tejido dseo inmaduro con abundante
cantidad de células en los mérgenes de la lesidn y el
tejido indiferenciado cubriendo el resto del defecto.

Fig. 3. Cicatrizacidn de defecto critico con membra-
na. Corte histoldgico a los 60 d de efectuada la ciru-
gia. Ndtese los centros de tejido diferenciado con
abundante cantidad de células cubriendo el defecto.

de evitar el colapso de las membranas. Las

membranas se dejaron expuestas al medio oral.
Los pacientes fueron informados y autori-

zaron en forma escrita la utilizacién de MO.

CASO CLiNICO|

Paciente, femenino de 34 afios, histo-
ria clinica no contributoria, poseedora de
protesis fija en maxilar superior y distintos
tipos de restauraciones plasticas. La pieza
16 presentaba destruccidn total por caries.

Plan de tratamiento: exodoncia del pri-
mer molar superior derecho y técnica de
alveoloplastia para facilitar en el futuro la
colocacion de implantes éseos integrados
en la zona.?>?*



Fig. 4. Defecto critico sin membrana. Imagen
macroscdpica obtenida por transiluminacion a los 60 d de
efectuada la cirugia. Notese el defecto dseo cubierto por
un tejido de cicatrizacién poco denso.

Preoperatorio: se medic6 a la pacien-
te con amoxicilina 500 mg y se indicaron
buches con digluconato de clorhexidina
0,12 % cada 8 h. Comenzando 48 h antes
del acto quirurgico.

Fase quirrgica: se realiz6 la exodoncia
efectuando incisiones verticales y legrado
de colgajos bucal y palatino para obtener
acceso visual y exponer el reborde alveolar.

Se llenaron los alveolos posextraccion
con FTC. Se ubic6 la MO entre el reborde
alveolar y los colgajos (fig. 6).

Se suturd con seda 0000 sobre la mem-
brana para sujetarla contra el injerto, que-
dando expuesta por debajo de los colgajos.

Posoperatorio: se continu6 la adminis-
tracién de amoxicilina 500 mg y digluconato

de clorhexidina 0,12 % en forma tépica cada
8 h durante 5 d. Se procedi6 a la remocién
de la sutura al séptimo dia.

Se observ6 una buena cicatrizacién de
la herida a los 30 d de efectuada la
exodoncia. Después de 4 meses se realiz6
una nueva cirugia en la zona para la colo-
cacion de un implante. Se procedi6 a la
exposicion del reborde alveolar. Se utilizd
una fijacion de 5 mm de base. Se sutur6 en
forma interrumpida con seda 0000.

CASO CLiNICO I
Paciente, femenino de 26 afios, histo-

ria clinica no contributoria, poseedora de
distintos tipos de restauraciones plasticas.
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Fig. 5. Defecto critico con membrana. Imagen
macroscapica obtenida por transiluminacién a
los 60d de efectuada la cirugia. Ndtese la difi-
cultad para notar el limite entre el hueso madu-
ro y el tejido calcificado que cubre la lesidn en su
totalidad.

Fig. 6. Membrana posicionada por debajo de los
colgajos.
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La pieza 36 presentaba una fractura
longitudinal en sentido mesiodistal que abar-
caba sus raices.

Plan de tratamiento: exodoncia del pri-
mer molar inferior izquierdo y técnica de
alveoloplastia para facilitar en el futuro la
colocacién de implantes 6seos integrados
en la zona.

Preoperatorio: se medic6 a la pacien-
te con amoxicilina 500 mg y se indicaron
buches con digluconato de clorhexidina
0,12 % cada 8 h, comenzando 48 h antes
del acto quirtrgico.

Fase quirirgica: se realiz6 1a exodoncia
efectuando incisiones verticales y legrado
de colgajos bucal y lingual para obtener
acceso visual y exponer el reborde alveolar.
Se llenaron los alveolos posextraccién con
FTC. Se ubicé la MO entre el reborde
alveolar y los colgajos. Se sutur6 con seda
0000 sobre la membrana para sujetarla con-
tra el injerto quedando expuesta por debajo
de los colgajos.

Posoperatorio: se continud la adminis-
tracién de amoxicilina 500 mg y digluconato
de clorhexidina 0,12 % en forma t6pica cada
8 h durante 5 d. Se procedi6 a la remocién
de la sutura al séptimo dia.

Se observo una buena cicatrizacién de
la herida a los 30 d de efectuada la
exodoncia.

SUMMARY

Después de 4 meses se realizd una nueva
cirugia en la zona para la colocacion de un
implante. Se procedi6 a la exposicién del re-
borde alveolar mediante maniobras de legrado
en las que se desprendieron granulos de FTC
no consolidados, que generd un defecto.

Se utiliz6 una fijacién de 5 mm de base
que se ubicd en forma coincidente con el
defecto del reborde. Se suturd con seda 0000.

DISCUSION

El cultivo de queratinocitos humanos
in vitro sobre la membrana demostré la
biocompatibilidad del material.

La reparacion de defectos criticos ge-
nerados en calota de ratas tratados con MO,
confirman la eficacia de este material como
barrera celular.

Los casos clinicos que acompafian esta
publicacion, son solo experiencias prelimi-
nares; estas aportan datos que permiten pre-
sumir ventajas en la reepitelizacion de he-
ridas tratadas con MO.

Investigaciones in vivo actualmente en
curso, pretenden aportar mas informacion,
como por ejemplo su capacidad oclusiva,
los tiempos estimados de reabsorcion, su
posible potencial osteogénico, permeabili-
dad selectiva, capacidad para mantener es-
pacios, etcétera.

MEMBRACEL- dentistry use (MO)- high purity reabsorbable collagen membrane - was developed taking into
account as an antecedent MEMBRACEL - collagen dressing, for medical use, designed as temporary cutaneous
dressing. Additionally, preliminary reports of a series of works that showed the biocompatibility of MO in the first
stage supported on cellular culture of keratinocytes were presented. Lab animal tests were performed, which
provided data that encouraged clinical experience. The results were backed up by microscopy, histological slides,

transilumination and photographs.

Key words: Collagen, reabsorbable membrane, guided bone regeneration, guided tissue regeneration.
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