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1. RESUMEN

Las matrices dérmicas acelulares alogénicas son una alternativa al uso de injertos de tejido
conectivo para el tratamiento de recesiones gingivales y mejoramiento del fenotipo gingival,
ya que no necesitan de un segundo sitio quirdrgico y reducen la morbilidad asociada a ellos,
logrando resultados clinicos similares, dependiendo de la capacidad que tenga este
biomaterial para integrarse tisularmente a los tejidos receptores, particularmente desde este
punto de vista, no existe evidencia suficiente que logre explicar su comportamiento a nivel
histologico. Debido a esto, el propdsito de nuestro estudio fue describir la reaccion tisular
inicial del tejido conectivo al usar diferentes tipos de matrices dérmicas acelulares alogénicas
realizando un modelo experimental animal con 4 ratones, en los que implantamos
aleatoriamente tres diferentes tipos de matrices alogénicas (AlloDerm®, OrACELL® y
Neoderm®) y una esponja de gelita (control). Los 4 ratones fueron sacrificados a las dos
semanas luego de su intervencion, para recolectar muestras de tejido que fueron procesadas
histoldgicamente con diferentes técnicas de tincidn para evaluar la presencia de fibroblastos,
colageno y tipo de colageno. En el cual concluimos que a las dos semanas, OrACELL®
presenta una reaccion tisular y repoblacion celular mas rapida que AlloDerm® y Neoderm®,
siendo aparentemente la mejor alternativa frente al uso del gold estandar para el tratamiento
de las recesiones gingivales, sin embargo, se necesita realizar un estudio experimental
longitudinal que evalte su comportamiento a largo plazo para confirmar si estos resultados

tienen implicancias a nivel clinico.

1.1. Palabras clave
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2. ABSTRACT

Allogeneic acellular dermal matrices are an alternative to the use of connective tissue grafts
for the treatment of gingival recessions and improvement of the gingival phenotype, since
they do not need a second surgical site and reduce the morbidity associated with them,
achieving similar clinical results, depending on the ability of this biomaterial to integrate
tissues tissueally, particularly from this point of view, there is not enough evidence to explain
their behavior at the histological level. Because of this, the purpose of our study was to
describe the initial tissue reaction of connective tissue by using different types of allogeneic
acellular dermal matrices by performing an experimental animal model with 4 mice, in which
they randomly implant three different types of allogeneic matrices (AlloDerm®, OrACELL®
and Neoderm®) and a gelite sponge (control). The 4 mice were sacrificed two weeks after
their intervention, to collect tissue samples that were processed histologically with different
staining techniques to evaluate the presence of fibroblasts, collagen, and collagen type. In
which we conclude that at two weeks, OrACELL® presents a tissue reaction and cell
repopulation faster than AlloDerm® and Neoderm®, being apparently the best alternative to
the use of gold standard for the treatment of gingival recessions, however, a longitudinal
experimental study is needed to evaluate its long-term behavior to confirm if these results
have implications at the clinical level.

2.1. Keywords
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3. INTRODUCCION

Las recesiones gingivales (RG) corresponden a la migracion hacia apical del margen
gingival que va mas alla del limite amelocementario, lo que provoca la exposicion de la
superficie radicular (1, 2). Estas afectan al 50% de los adultos entre 18-64 afios y al 88% de
los adultos mayores de 65 afios (1, 3). Su importancia radica en las consecuencias que puede
generar en la cavidad oral, como defectos estéticos, hipersensibilidad dentinaria, dificultad
para mantener una buena higiene oral, asi como también la aparicion de lesiones de caries
radiculares, las cuales han sido las principales indicaciones para realizar las técnicas de
recubrimiento radicular (1, 3), siendo lo més utilizado segun la literatura (4, 5, 6), la técnica
de colgajo de avance coronal (CAF) junto al uso de injertos de tejido conectivo subepitelial
(ITC), la cual ha entregado los mejores resultados en términos de cobertura radicular total y
parcial del diente, al igual que una buena estabilidad a largo plazo en periodos de seguimiento
que alcanzan los 20 afios (7, 8, 9). EI ITC, a pesar de ser considerado el gold estandar (4, 5,
6, 10), presenta algunas complicaciones como requerir un segundo sitio quirdrgico (2, 5) que
puede asociarse a dolor, sangrado, aumento de la morbilidad, disconford e incluso lesiones
quisticas (11). Sumado a lo anterior, existen pacientes que no presentan tejido suficiente en
la zona dadora por lo que se podria imposibilitar el llevar a cabo este procedimiento
quirdrgico (2, 5). Frente a este escenario, se propone como alternativa al uso del gold standard

(2), la matriz dérmica acelular (MDA).

La MDA corresponde a un injerto de tejido conectivo generado a través de procesos
de descelularizacion, cuya metodologia puede variar segun la compafiia productora (13), las
cuales buscan remover la epidermis y los componentes celulares de la dermis, preservando
de manera intacta la matriz extracelular (MEC) (13) y eliminando cualquier fuente potencial
de infeccion, haciéndola biocompatible con los tejidos del donante (2). Estas actuarian como
una especie de andamio reabsorbible que promoveria la migracion celular y la
revascularizacion (2, 13, 14, 15), las cuales se obtendrian de cadaveres donantes que, segun
su origen, se clasifican en xenogénicas (animal) y alogénicas (humano) (5), siendo estas
ultimas, de acuerdo a los estudios de Barootchi S y cols. (14), las méas cercanas a nivel
inmunogénico con los tejidos humanos ya que presentarian caracteristicas en comin con

respecto a la MEC, por lo que se espera que sus procesos de cicatrizacion celular sean



similares a los obtenidos con el gold standard. En relacion con lo anterior, Gallager Sl y
Matthew DC (2) establecieron que, tanto el gold estandar como las MDA alogénicas
(MDAa), serian incorporadas a la zona de una RG mediante procesos de cicatrizacion con la
formacion de una unidn epitelial larga a nivel coronal y la union con el tejido conectivo a
nivel apical, el cual tendria una disposicion paralela a la superficie radicular del diente, este
tipo de union es sensible al ataque bacteriano, y fundamenta la importancia del control en el
tiempo de estos pacientes. Por otro lado, Hom-Lay Wang y cols. (16) declararian que durante
las primeras semanas se produciria un aumento del numero de fibroblastos, quienes
realizarian su remodelacion; del mismo modo Boha¢ M y cols. (13) concluirian que estos
serian la célula més abundante en los tejidos con MDAa, lo cual se relacionaria con los
estudios de Sarkozyova Ny cols. (6), quienes establecerian que la degradacion de la matriz
produciria la liberacion de colageno tipo | y IlI, los cuales inducirian la infiltracion
quimiotéctica de los fibroblastos, sin embargo, la literatura no es concluyente debido a la
limitada cantidad de estudios que buscan describir la reaccion tisular de estos biomateriales.

El comportamiento clinico de la MDAa con respecto al gold standard ha sido
documentado, sin embargo, hasta el momento no contamos con una evaluacién histologica
detallada que permita decidir por cual tipo de MDAa podriamos optar. Debido a esto, el
proposito de nuestro estudio fue describir la reaccion tisular inicial del tejido conectivo al
usar diferentes tipos de MDAa. Dentro de las cuales encontramos a AlloDerm®, la cual
destaca por presentar la mayor antigiiedad dentro del mercado y las mas recientes que son
OrACELL® y Neoderm®, las cuales tienen las mismas indicaciones clinicas. Realizamos un
modelo experimental en animales, con el cual concluimos que a las dos semanas,
OrACELL® fue la MDAa que tuvo la reaccion tisular y repoblacidn celular mas rapida con
respecto a Neoderm® y AlloDerm®, siendo aparentemente la mejor alternativa frente al uso
del gold estandar para el tratamiento de las recesiones gingivales, sin embargo, necesitamos
Ilevar a cabo un estudio experimental longitudinal que permita confirmar si estos resultados

tienen implicancias a nivel clinico.



4. METODOS

Los protocolos de este estudio fueron aprobados por el Comité Institucional de Etica,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de Talca (N° Folio 2019-5),
ya que cumplian con los criterios establecidos por la Ley Sobre Proteccion Animal

(n°20.380), donde se define la experimentacion con animales (Articulos 6-11) (17, 18).

Usamos como sujetos de estudio ratones BALB/c adultos jovenes. Para el célculo
muestral utilizamos una calculadora de tamafio muestral (GRANMO versién 7, Barcelona,
Espafia) la que arrojé 12 sujetos de estudio. Se organizaron tres grupos, cada uno compuesto
por cuatro sujetos, quienes fueron asignados aleatoriamente para la implantacion de tres
diferentes tipos de MDAa, AlloDerm® (Biohorizons®, Birmingham, Inglaterra), Neoderm®
(Citagenix, Quebec, Canadd) y OrACELL® (LifeNet Health®, Virginia Beach, EEUU),
ademas de una esponja de gelita de baja densidad (Surgispon®, Aegis Lifesciences,
Ahmedabad, India) como control. Las eutanasias fueron programadas en T1 (2semanas), T2
(4 semanas) y T3 (8 semanas). El presente trabajo analizo los resultados preliminares del

primer grupo de estudio, cuyos miembros denominamos sujeto 1, 2, 3y 4.

Los ratones fueron mantenidos en el Laboratorio de Inmunologia Molecular,
Departamento de Microbiologia en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
Concepcion, donde realizamos el seguimiento diario del estado de sus condiciones y
mantencion con alimento comercial en forma de pellets (Labdiet, St. Louis, EEUU), agua a
una temperatura de 22°C+1°C, humedad controlada, ciclo de luz/oscuridad de 12 horas
durante un periodo de 8 dias antes de comenzar los procedimientos quirurgicos, para asi
asegurar que todos los ratones estuvieran en las condiciones Optimas para llevar a cabo el

estudio.

4.1. Implantacion de las MDAay control

Una vez cumplido el tiempo establecido y una hora antes del procedimiento,
retuvimos el alimento de los animales y anestesiamos con una mezcla de ketamina al 10%
(40-80 mg/kg), xilacina al 2% (5 a 10 mg/kg) y acepromacina al 1% en una proporcion de

2:1:1 intraperitoneal (Figura 1.1). Posteriormente rasuramos el pelo del lomo del raton y



desinfectamos la superficie con povidona yodada al 10% para realizar una incision dorsal en
la linea media (Figura 1.2), a partir de la cual confeccionamos cuatro bolsillos submucosos
(dos izquierdos y dos derechos) de 15 x 10 mm, donde colocamos aleatoriamente los tres
grupos experimentales de MDAa y el control (Figura 1.3), las cuales cortamos en rectangulos
de 5 x 5 mm con una hoja de bisturi estéril nimero 11 y preparamos de acuerdo a las
instrucciones dadas por cada fabricante. Finalmente suturamos la incision de la piel con una
sutura reabsorbible Monocryl 5-0 (ETHICON, Johnson and Johnson Company, New Jersey,
EEUU).

En cuanto al manejo del dolor postquirdrgico, suministramos Tramadol (20 mg/kg)
subcutaneo en la piel de la zona del cuello con una aguja de 25G, ademas, nos encargamos
de controlar diariamente a los ratones para identificar precozmente la aparicion de cualquier

complicacion postoperatoria en la zona intervenida (Figura 1.4).

1. Anestesia y preparacion del 2. Incision dorsal y confeccion de
sitio quirurgico bolsillos submucosos

Via intraperitoneal

b. Rasurar dorso y
desinfectar

a. Anestesia

4. Medidas postquirurgicas

-
S R

Tramadol 20 mg/kg subcutaneo y control diario

Figura 1. Esquema para llevar a cabo la preparacion quirdrgica e implantacion en el dorso de los ratones
de los tres diferentes tipos de MDAa utilizadas en el experimento y una esponja de gelita de baja densidad
como control.




4.2.  Recoleccion y procesamiento histoldgico

A las dos semanas, realizamos la eutanasia de los sujetos de estudio con la técnica de
dislocacion cervical siguiendo los pardmetros establecidos por la Guia sobre Eutanasia de
Animales de la American Veterinary Medical Association (AVMA) 2020 (19). Removimos
y preservamos los materiales implantados en formalina al 10% por un dia antes de
transferirlos a una solucion salina, colocarlos en etanol al 70% y someterlos mecanicamente
en un procesador de tejidos (MICROM STP 120, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU) a ciclos de dos bafios de formalina adicionales para asegurar su
fijacion. Posteriormente, sometimos las muestras a una serie ascendente de pasos de
deshidratacién con etanol y dos bafios de xileno. Finalmente, las incluimos en parafina
formando el “cubo de parafina histologico”, tres bloques por cada MDAa y un bloque para

el control de cada raton, obteniéndose un total de 16 bloques.

Para el andlisis histoldgico, cortamos secciones de 5-um de los blogques de parafina
en un microtomo (MICROM HM 325, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EEUU), que fueron previamente embebidas en una solucion adhesiva (Afix, ARTECOLA,
Quilicura, Chile) y montadas en portaobjetos. Posteriormente, desparafinamos con xileno los
cortes, hidratamos en una serie descendente de alcohol (100%, 90%, 85%, 70%
respectivamente) y agua corriente de la llave, para tefiirlas usando dos diferentes técnicas de

tincién de acuerdo con los parametros a evaluar.

Para el contenido de coladgeno y la repoblacién de fibroblastos en las MDAa,
utilizamos la tincién de hematoxilina y eosina (H&E), para lo cual sumergimos secciones del
portaobjetos con hematoxilina de Harris (Modified Harris Hematoxylin, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU) por 7 minutos, agua amoniacal por 30 segundos
y eosina (Eosin Y, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU) por 4
minutos, sumergiéndolas en agua corriente entre cada paso. Finalmente, por accion de la

técnica, observamos éstos de color rosado y azul respectivamente (20).

Para determinar el tipo de colageno presente en las muestras, utilizamos la tincion de
Rojo Picro-sirius los que, debido a la birrefringencia de las fibras colageno, se observaron de

colores anaranjados rojizos (colageno tipo 1), junto con verde y verdoso amarillento



(colageno tipo Ill) (21). Para esta técnica, tefiimos los ndcleos usando hematoxilina de
Weigert durante 8 minutos, luego de la cual, lavamos el portaobjetos usando agua corriente
por 10 minutos para utilizar Rojo Picro-sirius (Direct Red 80, Sigma-Aldrich®, San Luis,
Misuri, EEUU) durante una hora y terminamos lavando con dos cambios de agua acidificada,

eliminando el excedente restante.

Para finalizar, deshidratamos las muestras usando tres cambios de etanol al 100%,

para acabar limpiando con xileno y montando los portaobjetos en un medio resinoso.

4.3.  Analisis histoldgico
4.3.1 Andlisis histologico cualitativo

Para el analisis histoldgico cualitativo, tomamos cuatro microfotografias de cada una
de las muestras obtenidas a las dos semanas: una de 4x (vista general) y tres de 10x (vista a
nivel de los limites con los tejidos circundantes, definida en tres flancos: el limite superior
asociado al paniculo carnoso, los limites laterales asociados a la adventicia del raton, y el
limite inferior asociado a la capa de musculo subyacente) con la camara digital del
estereomicroscopio (Leica ICC50W, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemania), a través de
la aplicacion Leica Application Suite (LAS EZ, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemania).
Estas fueron usadas para realizar una descripcion general del estado de los tejidos en las

microfotografias con H&E y Rojo Picro-Sirius, de acuerdo con los parametros a analizar.

4.3.2 Anélisis histoldgico cuantitativo

Del mismo modo que mencionamos anteriormente, tomamos otras cinco
microfotografias, aleatorias, de diferentes campos al interior de las MDAa y el grupo control

de las muestras tefiidas con H&E para llevar a cabo el andlisis histoldgico cuantitativo (22).



4.3.2.1 Contenido de colageno

Mediante el software ImageJ v1.53 (National Institutes of Health and the Laboratory
for Optial and Computational Instrumentation, LOCI, University of Wisconsin, USA)
Ilevamos a cabo el andlisis semicuantitativo de las muestras (22) dividiendo cada una de las
imagenes en una grilla de setenta recuadros (“Grid”), en cada uno de los cuales estimamos
visualmente el porcentaje de colageno presente en cada recuadro, con el cual calculamos un

promedio que representaba la cantidad de colageno total de la imagen (Figura 2).

Finalmente, con los resultados de cada una de las cinco microfotografia de una
muestra, calculamos su promedio final de colageno, lo que represent6 la concentracion de

colageno total presente en la MDAa o el grupo control a las dos semanas.

Microfotografia MDAa sin grilla MDAa con grilla MDAa con grilla y porcentajes

Total de la imagen: 56.71 %

Figura 2. Anélisis semicuantitativo de la concentracion de colageno al interior de las MDAa y el grupo
control a las dos semanas en microfotografias con aumento 40x de muestras con H&E. Dividimos la
microfotografia de la muestra (1) en setenta recuadros mediante la confeccién de una grilla (2) con el programa
ImageJ v1.53. Posteriormente, realizamos una estimacién visual del porcentaje de coldgeno presente en cada
recuadro (3). Finalmente, con los valores de cada uno, calculamos el promedio equivalente al contenido total
de coldgeno de la microfotografia.

4.3.2.2 Repoblacion de fibroblastos

Para el analisis semicuantitativo de la repoblacion de fibroblastos al interior de las

MDAa y el grupo control a las dos semanas, utilizamos el programa ImageJ v1.53 con la



aplicacion “Cell Counter Notice”, con los cuales se realizéo un conteo de los fibroblastos

presentes al interior del tejido en la microfotografia (Figura 3).

Figura 3. Analisis semicuantitativo de la repoblacién de fibroblastos al interior de las MDAa y el grupo
control a las dos semanas en microfotografias con aumento 40x de muestras con H&E. En la
microfotografia (1), realizamos el conteo de la repoblacion de fibroblastos mediante el programa ImageJ v1.53
y la aplicacion “Cell Counter Notice”, obteniéndose un total de 51 fibroblastos al interior de la MDAa, marcados
en negro y enumerados en la microfotografia (2).

4.3.2.3 Tipo de colageno

Para analizar el tipo de colageno, utilizamos un microscopio de luz polarizada (Zeiss
Primotech. Zeiss®, Oberkochen, Alemania) y un sistema remoto de captura de iméagenes por
un ordenador portatil. Como en los casos anteriores, tomamos cinco microfotografias por
cada una de las muestras, las cuales observamos con un aumento de 40x y el polarizador en
una posicién oscilante entre 280° y 300° de angulo de rotacién. Posteriormente, mediante el
software ImageJ v1.53, realizamos el conteo de los pixeles para los colores anaranjado-rojo
y verde en las microfotografias para calcular el porcentaje del area ocupada por colageno tipo
I'y HI respectivamente, para lo cual seguimos una series de pasos (23):

1. Cambiar la escala de cada microfotografia a micrometros a 200um (“Set Scale”)
(Figurad.1y 4.4)
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2. Convertir cada microfotografia en una escala de grises (“RGB Stack™) (Figura 4.2y
4.5)

3. Aislar el tipo de colageno a través de umbrales de color (“Threshold”) (Figura 4.3 y
4.6)

4. Medir el porcentaje de area ocupado por cada fibra, dependiendo del tipo de colageno,
dentro de la microfotografia (“Measure”) (Figura 4.3 y 4.6)

Finalmente, con el porcentaje de cada uno de los tipos de fibras presentes en las cinco
microfotografias que conformaban parte de una muestra, calculamos un promedio para

conocer la concentracion de colageno tipo 1y 111 total de la MDAa y el grupo control.

Imagen original Escala de grises Aislamiento de colageno

|Area |%Area |
1 328760.331 10.243
2 456220.794 14.214

Figura 4. Andlisis cuantitativo del tipo de colageno presente al interior de las MDAa y el grupo control a
las dos semanas en microfotografias con aumento 40x en muestras con Rojo Picro-sirius. En la
microfotografia debemos observar la presencia de coldgeno tipo | (color anaranjado-rojo) y de colageno tipo 111
(verde) (1 y 4). Para calcularlos, a través del programa ImageJ v1.53, debemos cambiar la microfotografia a
una escala de grises (2 y 5), con lo cual aislamos las fibras con umbrales de color (3 y 6). Finalmente, calculamos
el porcentaje del &rea ocupada por los pixeles de cada una de las fibras al interior de la microfotografia.
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5. RESULTADOS
5.1. Descripcion general

En la figura 5.1, podemos observar la piel de los ratones sin intervenir, la cual esta
conformada por la epidermis epitelial externa cubriendo la dermis del tejido conectivo (D) y
la hipodermis subyacente (H), compuesta en gran parte por grasa. Ademas, se nota la
presencia de una delgada capa de musculo esquelético (P), el paniculo carnoso, separando la
grasa hipodérmica de la adventicia — tejido conectivo laxo (A) que se adhiere al masculo de
la pared corporal subyacente (M) (24). Aquellos sujetos que contenian las MDAa presentaron
una disrupcion en aquella composicion histologica, ya que a nivel de la adventicia
observamos una estructura central formada por haces de fibras de colageno (C), la cual
correspondio a cada MDA (Figuras 5.2, 5.3 y 5.4). En el caso del grupo control, podemos

observar un espacio correspondiente a la gelita (G) que se encuentra entre la adventicia del

raton y el tejido adiposo, la cual no tiene presencia de fibras de coladgeno (Figura 5.1)

Figura 5. Descripcion general del aspecto histoldgico de los tres tipos de MDAa y el grupo control en
microfotografias con aumento de 4x en muestras con H&E. Al comparar las microfotografias de AlloDerm®
(3), Neoderm® (4) y OrACELL® (5) con respecto a la piel del ratdn sin intervenir (1), observamos en el centro
del tejido la matriz como haces de fibras colageno (C), delimitadas superiormente por el paniculo carnoso (P),
e inferiormente por el musculo de la pared muscular subyacente (M). Estos haces de fibras colageno no son
observados en el grupo control (2).
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5.2.  Contenido de colageno

Con respecto al contenido de colageno y disposicidn de las fibras a las dos semanas
de su implantacion, pudimos observar evidentes diferencias entre los tres tipos de MDAa, de
los cuales OrACELL® present6 una disposicion mas compacta y uniforme de sus fibras
(Figura 6.7, 6.8 y 6.9), seguido por Neoderm®, el cual se presento levemente més disgregado
con respecto al grupo anterior (Figura 6.4, 6.5 y 6.6), y finalmente AlloDerm®, que tuvo una
disposicion mas irregular y desordenada de estas (Figura 6.1, 6.2 'y 6.3).

AlloDerm

Neoderm

OrACELL

Control

Figura 6. Disposicién de las fibras de colageno al interior de las MDAa y el grupo control en
microfotografias con diferentes aumentos en muestras con H&E. En las microfotografias podemos observar
que OrACELL® presenta una disposicion mas ordenada y regular de las fibras de colageno (7, 8 y 9), seguido
por Neoderm® (4, 5y 6) y finalmente AlloDerm® (1, 2 y 3) que presentd una disposicién mas desordenada e
irregular con respecto a los otros grupos. Estos haces de fibras coldgeno no son observados en el grupo control
(10,11 y 12).
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Al medir de manera semicuantitativamente el contenido de colageno, pudimos
observar que todas las muestras con MDAa presentaron un mayor contenido de colageno
respecto al grupo control (3.31%), siendo AlloDerm® la matriz que presentd aparentemente
el mayor contenido de colageno de todos los grupos, seguido por Neoderm® y OrACELL®
(51.12%, 49.42% y 45.04% respectivamente) (Figura 7). Esto nos revela que el porcentaje
de fibras de colageno tiene una diferencia que oscila desde el 6% entre los tres tipos de
MDAa.

Contenido de fibras de colageno en porcentaje al interior de
tres tipos de MDAa vy el grupo control a las dos semanas

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

Porcentaje de coligeno

Control AlloDerm Neoderm OrACELL

Figura 7. Andlisis semicuantitativo del contenido de fibras de coldgeno en porcentaje al interior de los
tres tipos de MDAa y el grupo control en microfotografias con aumento 40x en muestras con H&E.
Podemos observar en la figura que las MDAa presentaron mayor contenido de colageno que el grupo control,
siento AlloDerm® la MDAa con el mayor porcentaje de fibras de colageno, seguido por Neoderm®,
OrACELL®.

5.3. Repoblacién de fibroblastos

Después de dos semanas de ser implantadas, podemos observar al interior de las
MDAa una repoblacién de fibroblastos provenientes del organismo receptor. En la figura 8,
observamos que estos se encuentran mayormente presentes a nivel de los limites de la matriz
con los tejidos circundantes en sus tres flancos y en menor cantidad a nivel del centro de ésta,
siendo OrACELL® la MDAa que tuvo la mayor presencia de fibroblastos en estas cuatros
areas (Figura 8.9, 8.10, 8.11 y 8.12), sequida por Neoderm® (Figura 8.5, 8.6, 8.7y 8.8) y
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AlloDerm® que, debido a su disposicion irregular, no presentd mayor nimero de fibroblastos
al momento de este estudio (Figura 8.1, 8,2, 8.3 y 8.4). Con respecto al grupo control, la
repoblacion de fibroblastos al interior de la gelita fue escasa y se limitd a la zona ubicada
entre la adventicia y el muasculo subyacente del raton (Figura 8.13).

AlloDerm

Neoderm

OrACELL

Control

Figura 8. Repoblacion de fibroblastos a nivel del centro y zonas limitantes con los tejidos adyacentes del
raton de los tres tipos de MDAa y el grupo control a las dos semanas en microfotografias mas
representativas con aumento de 40x en muestras con H&E. Podemos observar en las microfotografias, que
a las dos semanas hubo una mayor repoblacion de fibroblastos a nivel de las zonas que limitan con los tejidos
adyacentes del ratén y en menor cantidad a nivel del centro de la matriz, siendo OrACELL® la MDAa que
presentd la mayor cantidad de estas células en sus cuatro areas (9, 10, 11y 12), seguido por Neoderm® (5, 6, 7
y 8) y AlloDerm® (1, 2, 3y 4). El grupo control tuvo una escasa repoblacidon de fibroblastos al interior de la
gelita (13)

En cuanto al analisis semicuantitativo de la repoblacién de fibroblastos totales al
interior de las MDAa a las dos semanas, pudimos confirmar lo mencionado anteriormente,
ya que las MDAa presentaron una mayor cantidad de fibroblastos con respecto al grupo
control (193 fibroblastos), siendo OrACELL® el biomaterial que tuvo la mayor presencia de
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estos, seguido por Neoderm® y AlloDerm® (582, 480 y 458 fibroblastos respectivamente a
lo largo de toda la matriz) (Figura 11), revelando que la repoblacion de estas células tiene

una diferencia que oscila desde los 124 fibroblastos entre los tres tipos de MDAa.

Repoblacion de fibroblastos al interior de tres tipos de
MDA alogénicas y el grupo control a las dos semanas

300

200

Concentracion de fibroblastos

Control AlloDerm  mNeoderm  w OrACELL

Figura 9. Analisis semicuantitativo de la repoblacién de fibroblastos al interior de los tres tipos de MDAa
y el grupo control a las dos semanas en microfotografias con aumento de 40x en muestras con H&E. A
partir del grafico, podemos observar que OrACELL® es la MDAa que tuvo la mayor repoblacion de
fibroblastos al cabo de dos semanas, seguido por Neoderm® y AlloDerm®. El grupo control presentd una
escasa repoblacion de fibroblastos.

5.4. Tipos de colageno

A las dos semanas, podemos observar al interior de las MDAa la presencia de fibras
de coléageno tipo | y I, las cuales observamos de colores anaranjados rojizos y verdoso

amarillento respectivamente, siendo la primera la mas abundante.

Con respecto a la disposicion y aspecto de estas fibras, en la figura 10 podemos
observar que AlloDerm®, a pesar de tener una disposicion irregular de su contenido de
colageno como mencionamos anteriormente, presenta bandas gruesas y bien definidas de
colageno tipo 1 y Ill que se extienden al interior de la MDAa (Figura 10.1, 10.2 y 10.3),
seguido por Neoderm® que presenta bandas con un aspecto grueso y discontinuo (Figura
10.4, 10.5y 10.6), y finalmente OrACELL® que presenta bandas con un aspecto irregular y
fragmentado (Figura 10.7, 10.8 y 10.9). El grupo control presenté una escasa presencia de
este tipos de fibras de colageno al interior de la gelita (Figura 10.10, 10.11 y 10.12).
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AlloDerm

Neoderm

OrACELL

Control

Figura 10. Tipo de colageno presente al interior de tres tipos de MDAa y el grupo control a las dos
semanas en microfotografias con diferentes aumentos en muestras con Rojo Picro-sirius. Podemos
observar en las microfotografias la presencia de colageno tipo | (anaranjado rojizo) y tipo Il (verdoso
amarillento) al interior de las MDAa. AlloDerm® presenta haces de fibras gruesos y bien definidos de estos
dos tipos de colageno (1, 2y 3), seguido por Neoderm® que presenta haces de fibras gruesos y discontinuos (4,
5y 6), y finalmente OrACELL®, cuyos haces de fibras son irregulares y fragmentados. El grupo control
presentd una escasa presencia de estos dos tipos de coldgeno al interior de la gelita.

Con respecto al analisis cuantitativo del contenido de colageno tipo Iy I1l, logramos
confirmar lo mencionado anteriormente, ya que en la figura 11 podemos observar que el
colageno tipo | es el mas abundante al interior de las MDAa, siendo AlloDerm® el
biomaterial que presentd la mayor area ocupado por este tipo de fibras, seguido por
Neoderm® y OrACELL® (22,59%, 19.98%, 19.72% respectivamente) (Figura 12), teniendo

una diferencia que oscila desde el 2.87% entre los tres tipos de MDAa.
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Con respecto al contenido de colageno tipo Ill, en la figura 11 podemos observar que
este se encontraba en menor cantidad al interior de las MDAa con respecto al colageno tipo
I, siendo AlloDerm®, al igual que en el caso anterior, la MDAa con la mayor area ocupada
por este tipo de fibras, seguido, esta vez, por OrACELL® y Neoderm® (12.67%, 12.15%,
10.21% respectivamente), teniendo una diferencia que oscila desde el 2.46% entre los tres
tipos de MDAa.

Area ocupada en porcentaje por colageno tipo I y III al interior de
los tres tipos de MDAa y el grupo control a las dos semanas
25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00% I
R =

Coldgeno tipo I Colageno tipo 11T

mControl ®AlloDerm ®Neoderm = OrACELL

Figura 11. Area ocupada en porcentaje por colageno tipo 1 y I11 al interior de los tres tipos de MDAa 'y
el grupo control a las dos semanas en microfotografias con aumento de 40x en muestras con Rojo Picro-
sirius. Podemos observar en el gréafico, que el colageno tipo | es mas abundante que el colageno tipo Il al
interior de la MDAa. Con respecto al colageno tipo |, AlloDerm® es la MDAa con la mayor area ocupada por
este tipo de fibras, seguido por Neoderm®, OrACELL®. Mientras que para el colageno tipo I1l, AlloDerm®
presentaria la mayor cantidad al igual que en el caso anterior, esta vez seguido por OrACELL®, Neoderm®. El
grupo control presentd una menor area de matriz ocupada por estos dos tipos de fibras.
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6. DISCUSION

Este estudio nos permiti6 describir la reaccion tisular inicial del tejido conectivo de
un receptor al implantar tres tipos distintos de MDAa, en el cual observamos evidentes
diferencias con respecto al contenido y disposicion de sus fibras de colageno, repoblacion de
fibroblastos y tipo de colageno presente en su interior, la que tendria la tendencia a un mayor
namero de fibroblastos y menor contenido de fibras de colageno a las dos semanas con las
muestras de OrACELL®, seguido por Neoderm® y AlloDerm®, dando a entender que
OrACELL® pasa por un proceso de repoblacion celular mas rapido en comparacion a las
otras MDAa.

La MDAa representa un andamio para la repoblaciéon celular por lo cual se
encuentran completamente descelularizados antes de su implantacion (13, 25 y 26), esto nos
permite establecer que el contenido celular presente a las dos semanas de la insercion de la
MDAa deriva del propio raton. Los hallazgos de este estudio demuestran que durante las
primeras semanas, los tejidos del receptor comienzan a reaccionar frente al uso de las MDAa,
lo cual se expresa a través de la repoblacion de fibroblastos al interior de estas, lo cual se
relaciona con los estudios de Hom-Lay Wang y cols. (16), donde se observoé una significante
repoblacion de fibroblastos después de 7 a 10 dias, iniciando la remodelacion del tejido, y a
los estudios Scarano y cols. (27), que demostraron que ya a las dos semanas tenemos

recolonizacion de células y sintesis de coldgeno nuevo en las MDAa.

En este estudio, OrACELL® fue la MDAa con mas fibroblastos en comparacion a
Neoderm® y AlloDerm®, siendo esta Gltima la que presentd la menor cantidad. Esto es de
gran importancia clinica para llevar a cabo el tratamiento de las recesiones gingivales, ya que
de acuerdo con la literatura (16), los fibroblastos son las células encargadas de llevar a cabo
la remodelacidn tisular de las MDAa implantadas en un organismo receptor, ya que son los
responsables de la produccion de la nueva MEC (26) y, por ende, renovar el contenido de

colageno, permitiendo la cicatrizacién del tejido.

En relacion con lo mencionado anteriormente, el contenido de colageno inicial
presente al interior de las MDAa tendria una relacién indirecta con la repoblacion de
fibroblastos, ya que OrACELL® al tener el menor contenido de colageno inicial, seguido por

Neoderm® y AlloDerm®, siendo esta Gltima la que presentdé la mayor concentracion,
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significaria que a medida que aumenta la poblacion de fibroblastos al interior de estos
biomateriales, disminuye la concentracion de fibras de coldgeno iniciales, permitiendo su
recambio y remodelacion por accion de estas células. De igual manera, esto se relacionaria a
los tipos de coldgeno presentes al interior de las MDAa. De acuerdo con la literatura (26),
éstas presentarian una red de fibras formada por colageno de tipos I, Il, 111 y IV, laminina 'y
elastina, sin embargo, la progresiva reabsorcion de este biomaterial y la liberacion de
colageno tipo | y 111, fomentaria una migracion quimiotactica mas rapida de los fibroblastos
al interior de las MDAa (6) y, por ende, una remodelacién del tejido mas rapida con
reabsorcion de las fibras de colageno iniciales. Es importante resaltar que esta remodelacion
debe ser un proceso sincronizado que debe permitir por un lado la migracién de nuevos
componentes celulares, pero al mismo tiempo la remodelacién de fibras colagenas, dando el
tiempo suficiente para estabilizar los nuevos tejidos formados. De acuerdo a los estudio de
Rothamel Dy cols. (28), la incorporacion completa y remodelacion de estos biomateriales se
produciria a las doce semanas luego de su implantacion, por lo que en este estudio, al
describir la reaccion tisular inicial durante las primeras dos semanas, no podemos observar
aun el recambio de nuevas fibras de colageno al interior de la MDAa, a pesar de presentar un

importante contenido celular.

Se ha descrito anteriormente que estas diferencias de comportamiento entre cada
MDAa introducida en el mercado, a pesar de compartir un mismo origen en los tejidos
humanos, se debe a variaciones presentes en el concepto de manufactura, es decir, su
procesamiento y preparacion (29, 30, 31 y 32), como la técnica de descelularizacion, cuya
realizacion puede modificar la naturaleza del componente fibrilar y sus procesos de
integracion (31), sin embargo, de no realizarse adecuadamente, puede traer problemas de
citocompatibilidad y respuestas adversas en el receptor (25), por lo que se debe alcanzar el
balance entre las dos acciones (30). Desde este punto de vista, el procesamiento de
OrACELL®, a través de la tecnologia MATRACELL® (11), la ha convertido en la tnica
MDAa que puede actuar como un andamio fuerte de fibras colageno que cumple con la
concentracion de umbral minima de material residual (50 ng dSADN por cada mg de MEC
seca) para evitar una respuesta de remodelacion negativa, segun los pardmetros establecidos
en los estudios de Crapo PM y cols. (25), este procesamiento explicaria la disposicion mas

regular de sus fibras y la rapida migracion de fibroblastos al interior de la MDAa durante este
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estudio. Ademas, gracias a la tecnologia PRESERVON®, la matriz puede almacenarse a
temperatura ambiente como un injerto prehidratado, debido al reemplazo de su componente
liquido por glicerol (11), eliminando el tiempo asociado a la rehidratacion y descongelacion
provocada por la liofilizacion (congelacion en seco para su almacenamiento), evitando
comprometer la MEC y el rompimiento de los enlaces de hidrogeno de las fibras de colageno
(31), lo que permite conservar su naturaleza e integridad. AlloDerm® y Neoderm®,
presentaron una disposicién mas irregular de sus fibras de coldgeno y una menor repoblacion
de fibroblastos, lo cual podria relacionarse a la liofilizacion que sufren estos biomateriales
para su almacenamiento y su posterior rehidratacion, por lo que podemos determinar que sus
procesos de cicatrizacion y reaccion tisular son mas lentos. Esto se relaciona a los estudios
de Couto SR y cols. (26), en los que se determina que una mayor presencia de fibroblastos
en las MDAa estaria relacionada a una migracion y a una fase de proliferacion activa para la
cicatrizacion mas réapida, demostrando el potencial de OrACELL® para actuar como una
alternativa al uso del gold estdndar. Este estudio describe la reaccidon tisular inicial en
animales , por lo tanto se sugiere llevar a cabo estudios experimentales longitudinales que

evalten el comportamiento clinico y tisular de la MDAa en humanos.

En conclusion, podemos establecer que dentro de las MDAa evaluadas, OrACELL®
presenta una reaccion tisular y repoblacion celular mas rapida, siendo aparentemente la
mejor alternativa frente al uso del gold estandar , se debe realizar un estudio experimental
longitudinal que lleve a cabo el seguimiento de la reaccion tisular a largo plazo para

determinar si estos resultados tienen implicancia a nivel clinico.
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