y IZTACALA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

DIVISION DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ESPECIALIZACION EN ENDOPERIODONTOLOGIA

"COLONIZACION BACTERIANA EN MEMBRANAS DE PTFE-e
EN REGENERACION TISULAR GUIADA™

T E S I 5

PARA OBTENER EL DIPLOMA DE
ESPECIALISTA EN ENDOPERIODONTOLOGIA
P R E S E N T A

C.D. BETSAIDA JULIETA ORTIZ SANCHEZ

TUTOR: C.D. JESUS VILLAVICENCIO PEREZ
ASESOR: C.D. JAVIER GARZON TRINIDAD

2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



2)49)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
DIVISION DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ESPECIALIZACION EN
ENDOPERIODONTOLOGIA

“COLONIZACION BACTERIANA EN MEMBRANAS DE
PTFE-e EN REGENERACION TISULAR GUIADA”

TESIS QUE PRESENTA
C.D. BETSAIDA JULIETA ORTIZ SANCHEZ
PARA OBTENER EL DIPLOMA DE

ESPECIALISTA EN ENDOPERIODONTOLOGIA

Tutor: C.D. JESUS VILLAVICENCIO PEREZ
Asesor: C.D. JAVIER GARZON TRINIDAD

2004



Gracias a todas las personas que colaboraron en la realizacion de ésta
investigacion.

Dr. Salvador Arroniz Padilla

M.C. Rodolfo Cardenas Reygadas
Biol. Ménica Chavez Maldonado
C.D. Jests Villavicencio Pérez

C.D. Javier Garzon Trinidad

Gracias también a mi familia por todo su apoyo



indice

Resumen

Summary

Introduccion

Antecedentes (Marco teérico)
Planteamiento del problema
Objetivos

Hipétesis

Metodologia

Resultados

Andlisis de resultados
Discusion y Conclusiones

Referencias bibliograficas

Colonizacion Bacteriana en Membranas de PTFE-e de RTG

12

12

12

13

17

25

27

30



Resumen

El objetivo de la presente investigacién es determinar en que superficie de las
membranas de politetrafluoretieno expandido (PTFE-e) existe mayor
contaminacion. Se obtuvieron 9 membranas de PTFE-e utilizadas en
procedimientos de RTG en los pacientes de la Clinica de Endoperiodontologia de
la UNAM FES Iztacala durante el periodo de agosto del 2003 a enero del 2004.
Después de la remocién las membranas fueron deshidratadas con etanol, y
entonces embebidas en parafina e incluidas en paraplast y seccionadas a 5 um en
plano corono-apical. Los cortes fueron teiidos con Hematoxilina-Eosina basica (H-
E) y Gram. La observacion se realiz6 en microscopio 6ptico a 40 X 60 um’. Las
células fueron analizadas semicuantitativamente a través de la densidad celular
clasificandolas por su presencia y tipos: células mononucleares, eritrocitos,
fibroblastos, neutréfilos, células plasmaticas en los cortes tefidos con H-E. Las
bacterias orales con tincion de Gram fueron analizadas semicuantitativamente a
través de la densidad celular (nimero de células/40 X 60 pm?) en las caras interna
y externa en la zona méas apical de cada membrana.

En el presente estudio todas las membranas mostraron la presencia de células
inflamatorias y bacterias al momento de la remocién. En conclusién, los
resultados demostraron diferencia significativa entre la cantidad de bacterias Gram
positivas y negativas en la superficie externa, asi como la presencia bacterias,
células inflamatorias e inclusive hongos que se adhieren e invaden las
membranas, las cuales son capaces de atravesar la totalidad las membranas de
PTFE-e, y alcanzar su porcién mas apical tanto en las membranas expuestas
como en las no expuestas y ain asi, permitir la formacién de tejido conectivo

neoformado que puede osificarse.

Palabras Clave: Regeneracién tisular guiada, membranas, barreras, membranas
de politetrafluoretileno expandido, contaminacién
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Summary

The prupose of this study was to determine which surface on expanded
polytetrafluoroethylene membranes (ePTFE) exist more contamination. Nine
ePTFE membranes used in guided tissue regeneration (GTR) on patients of the
Clinica de Endoperiodontologia UNAM FES Iztacala in the period of august 2003
to january 2004. After the retrieve all membranes were dehydrated and included in
paraplast and sectioned serialy al 5 pin a coronal-apical plane. Sections were
stained whit basic hematoxylin-eosin (H-E) and Gram and observed by light
microscopy. Cells were analyzed semiquantiatively by its presence and types:
mononuclear cell, erythrocyte, fibroblast, neutrophil, plasma cell, lymphocytes and
macrophage in H-E stained sections. Oral bacteria were analyzed
semiquantiatively by cell density (cell number/40 X 60 um?) in the inner and outer
surfaces in the apical portion in every membrane

In the present study all membranes show presence or inflammatory cells and
bacteria at the moment of removal. The results demonstrate a significant
difference between the among of gram positive and gram negative bacteria in the
outer surface, as the presence of bacteria, inflammatory cells and fungi adhered to
and invaded the membranes, which are capable of cross over the e-PTFE
membranes, and reach the apical portion as much in the exposed membranes as
in the non exposed membranes, and yet allow the growth of new connective tissue
that can become into bone.

Key words: Guided tissue regeneration, membranes, barriers, expanded
polytetrafluoroethylene membranes (e-PTFE), contamination
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Introduccién

La cirugia Periodontal regenerativa comprende procedimientos disefiados para
restaurar los tejidos del sistema de sostén del diente.

La regeneracion se define como la reproducciéon o reconstitucién de la parte
pérdida o lesionada de forma que la estructura y funcién de los tejidos perdidos o
lesionados quedan completamente restauradas, de manera que en Periodoncia la
Regeneracién Tisular Guiada (RTG) se refiere a la reconstitucion de cemento,
ligamento periodontal y hueso alveolar.

La aplicacién clinica de la RTG involucra la colocacién de una barrera entre el
epitelio y la superficie radicular para dar lugar a la repoblacion por células
provenientes del ligamento periodontal.

La RTG no constituye un procedimiento para el tratamiento de la periodontitis, sino
mas bien una técnica para regenerar defectos desarrollados como resultado de la
periodontitis. Por lo tanto, siempre se debe completar la fase | del tratamiento

periodontal antes de iniciar la RTG.
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“Colonizacioén bacteriana en membranas PTFE-e en RTG”
Alumno: C.D. Betsaida Julieta Ortiz Sanchez

Tutor: C.D. Jesis Villavicencio Pérez

Asesor: C.D. Javier Garzén Trinidad

Antecedentes
Marco Tebrico
“Colonizacion bacteriana en membranas PTFE-e en RTG”

La cirugia Periodontal regenerativa comprende procedimientos disefiados para
restaurar los tejidos del sistema de sostén del diente.

La regeneracion se define como la reproduccion o reconstitucién de la parte
pérdida o lesionada de forma que la estructura y funcion de los tejidos perdidos o
lesionados quedan completamente restauradas, de manera que en Periodoncia la
Regeneraciéon Tisular Guiada (RTG) se refiere a la reconstitucion de cemento,
ligamento periodontal y hueso alveolar.

La aplicacion clinica de la RTG involucra la colocacion de una barrera entre el
epitelio y la superficie radicular para dar lugar a la repoblacién por células
provenientes del ligamento periodontal.

Fig. 1 Curetaje Abierio vs RTG
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La RTG no constituye un procedimiento para el tratamiento de la periodontitis, sino
mas bien una técnica para regenerar defectos desarrollados como resultado de la
periodontitis. Por lo tanto, siempre se debe completar la fase | del tratamiento
periodontal antes de iniciar la RTG.

Algunos de los factores mas importantes en la creacion de un ambiente apropiado
para la regeneracion dentoalveolar incluyen: la prevencién de inflamacion aguda
resultante de una infeccion, la estabilidad mecanica en la resolucion de la herida,
la formacion y mantenimiento de un coagulo sanguineo, y el aislamiento de un
espacio regenerativo de células de tejidos no deseables.’

Una gran variedad de biomateriales absorbibles y no reabsorbibles han sido
utilizadas clinicamente o han sido probadas experimentalmente para su uso en
procedimientos de RTG.

Algunos de los materiales de las barreras utilizadas como membranas oclusivas
como el polietetrafiuoretileno expandido (PTFE-e) fueron creados especialmente
para la RTG. La molécula basica de este material consiste en una unién carbono-
carbono con cuatro atomos de fiGor incorporados para formar un polimero. Es
inerte y no genera ninguna reaccion tisular cuando se implanta en el cuerpo. Este
tipo de membrana persiste después de la restitucién y debe ser extraido en una
segunda operacion.

Fig. 2 Membranas de PTFE-e

En los altimos afios se han usado materiales bioabsorbibles para las barreras
aplicadas en la RTG, con el fin de evitar una segunda cirugia para la eliminacion
de la membrana. Los resultados tras el empleo de los materiales colagenos
varian, y hay serias complicaciones, como degradacion precoz, desarrollo epitelial
en profundidad a lo largo del material y pérdida prematura de la membrana.

Las membranas de colageno tipo | tienen pmj)iedades importantes que las hacen
ser practicas para su uso como barreras.® El coldgeno es la proteina mas
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abundante y el componente principal del tejido conectivo periodontal. Algunas de
las propiedades son: 1. El colageno posee propiedades hemostéticas, debido a su
habilidad de favorecer la agregacion plaquetaria, por lo que facilita la maduracion
del tapén plaquetario. 2. Las membranas de coladgeno una vez infiltradas
vascularmente, pueden favorecer la migraciéon de los fibroblastos del ligamento
periodontal. 3. El colageno es quimiotactico para fibroblastos in vitro, lo cual puede
favorecer su migracién al espacio entre la membrana y la superficie radicular. 4. El
colageno puede ser moldeado en muchas formas y puede ser facilmente

manipulado. 5. El colageno es un imunégeno débil. 6. Es bioabsorbible. *°

También existen membranas de acido polilactico o de copolimeros de éste y de
acido poliglicélico, estos materiales son biocompatibles pero, no son inertes, pues
se puede esperar alguna reaccion tisular durante la degradacion. Los materiales
son degradables por hidrélisis y eliminados del organismo por medio del ciclo de
Krebs como anhidrido carbénico y agua.

Las membranas elaboradas con acido poliglactico han sido viables para el uso
periodontal en Suecia, demostrando resultados prometedores en animales.
Recesi6én gingival, exposicién de la barrera e inflamacién del tejido blando son
cominmente encontrados clinicamente.® La evaluacién histolégica después de
cinco a seis semanas de restitucibn mostré migracién epitelial alrededor de la
barrera y el inicio de la desintegracion de la barrera fue evidente.

Magnusson y cols. compararon el uso de acido polilactico con filtros de millipore
en perros. La barrera absorbible resultdé con mayor ganancia de inserciéon. En un
estudio (Galgut P. Pitrola y cols. 1991)%, 7 se evalué histolégicamente la respuesta
de los materiales de las membranas de RTG, usando un modelo transcutaneo en
la superficie dorsal en ratas. El material de acido polilactico fue bien tolerado y
gradualmente absorbido. Las barreras de copolimeros de estos materiales no
previenen la migracién epitelial ni aumentan la insercién de tejido conectivo en
raices humanas con severa pérdida horizontal de hueso y enfermedad periodontal
activa.

Hay una membrana compuesta de un material inerte sintético, que consiste de un
copolimero de glicolico y lctico a razén de 9:1 (Poliglactina 910).° La absorcién es
llevada por hidrélisis del éster dentro de 60 a 90 dias. Los resultados por el uso de
esta membrana muestran nueva insercion de tejido, ganancia de insercion
horizontal y vertical en defectos de furcacién y una baja posibilidad de exposicién
de la membrana es encontrada con este material. Pocos efectos adversos fueron
vistos en los sitios tratados. La absorcién puede ser un punto posmvo para la RTG,
debido a que un segundo procedimiento quirdrgico es evitado.® Pero se ha
reportado, que la reabsorcion, no es solo un pre-requisito para una membrana de
RTG.

También se desarrollo una barrera matriz blodegradabie con una mezcla de acido

polilctico biodegradable y éster de acido citrico.® ° para procedimientos de RTG.
Tiene una matriz multicapa disefiada para permitir el crecimiento dentro del tejido
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conectivo gingival con el propésito de prevenir el crecimiento apical del epitelio
gingival. La funcion de la barrera permite la regeneracion de cemento, ligamento
periodontal y hueso. El ligamento periodontal y hueso alveolar pueden también
migrar en la matriz y unirse con la encia. De esta manera, la barrera matriz
permite una regeneracion simultdnea e integracion siguiendo un solo
procedimiento quirdrgico.

Para una membrana bioabsorbible, se deben sumar demandas especiales al
proceso de bioabsorcion, la reaccion inflamatoria local, asi como una rapida
degradacién del material debe ser considerada y controlada para que el disefio de
la membrana se mantenga durante el periodo inicial de la regeneracion y por un
tiempo suficiente.

El éxito de un procedimiento de RTG depende de diversos factores que afectan
los resultados clinicos, entre los que se pueden dividir tres grandes grupos: 1.
Factores del paciente, 2. Factores del defecto, y 3. Factores asociados con la
técnica de RTG y periodo de regeneracion.

1. Factores del paciente, el nivel de control de la placa tiene gran influencia en
el resuitado, debido a que se pueden obtener mayores niveles de insercién
en pacientes con un 6ptimo control de placa, por lo tanto la seleccion del
paciente es fundamental.

2. Factores del defecto, la morfologia del defecto intraéseo desempefia un
papel importante en la cicatrizacién, cuanto mas profundo el defecto mayor
la mejora clinica, cuanto mas ancho sea el defecto menores la ganancia de
insercion y hueso.

3. Factores de la técnica, una RTG satisfactoria requiere de un cuidadoso
trazado del colgajo, correcta ubicacion del material, buen cierre y 6ptimo
control postoperatorio de la placa.

)

Fig. 3 Regeneracion Tisular Guiada
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La exposicion de las membranas permite que éstas se contaminen por bacterias,
dicha contaminacién se produce durante la cirugia o en la etapa de regeneracién.
Después de colocar la membrana, las bacterias de la cavidad oral pueden
colonizar la parte coronaria de la membrana. Con frecuencia, el margen de los
tejidos gingivales se retrae durante el periodo de regeneracion, lo que facilita la
colonizacion apical del epitelio hacia la membrana. Ademas se produce la
formacién de una “bolsa” en la superficie externa de la membrana debido a la
migracién apical del epitelio de la superficie intema del tejido gingival de
recubrimiento, lo que permite que las bacterias colonicen el 4rea subgingival.'

A pesar de los intentos que se han realizado para limitar la exposicién de estos
materiales al medio ambiente oral, debido a recesion marginal, la exposicién de la
membrz!gua durante la RTG durante el periodo de regeneracion es una situacion
comdn.

La contaminacion de las membranas absorbibles o no, ha sido asociada la
deficiente insercion en los defectos 6seos, esto se relaciona con recuentos altos
de bacterias y a la presencia de P. gingivalis y A. actinomycetemcomcomitans.

=
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Fig. 4 Microorganismos de la Placa Dentobacteriana

Varios estudios han demostrado que algunos microorganismos pueden adherirse y
colonizar las membranas expuestas dejando el desarrolio de un lecho de
infeccion.!’ La adherencia microbiana puede ser asociada con infeccion y
subsecuente rechazo de muchos biomateriales. Bacterias pioneras pueden
inicialmente adherirse a los biomateriales, pueden multiplicarse y causar infeccion
0 proveer una base para la co-agregacion de microorganismos secundarios.'’La
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adherencia bacteriana puede impedir la regeneracidbn o provocar perdida de
insercién periodontal.

Tempro y Nalbandian 1983'? realizaron un estudio en el que revisaron 6
membranas retiradas después de 4 a 6 semanas de sitos con periodontitis
humana, utilizando microscopia optica y electrénica de transmision, asi como
cuitivos anaerobicos. Las bacterias encontradas fueron principalmente gram
positivos, facultativos (strepcococcus).

La biomasa puede tener un grosor variable la cual contiene bacterias primarias
con una matriz interbacteriana, células inflamatorias, células epiteliales y
eritrocitos. Ocasionalmente pueden observarse islas de calculo. En algunas
porciones, la colonizacién ocurre como microcolonias reconocibles.” Los datos
indicaron que las bacterias colonizan la porcion expuesta de la membrana
inicialmente y crecen descendiendo hacia la porcién no expuesta.
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Fig. 5 Respuesta inflamatoria del periodonto a baclenias
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En un estudio in vitro (Hom-Lay-Wang, 1994),' se comparé la adhesion
bacteriana de tres diferentes membranas de RTG, PTFE-e, poliglactina 910 y
colagena. Seis de los microorganismos mas fuertemente adheribles fueron
seleccionados (Actinomyces viscosus, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Streptococcus mutans, Fusobacterium nucleatum y
Selenomonas sputigena).

Los resultados mostraron que el S. mutans, S. sanguis, A. viscosus, P.
melaninogenica, y Selenomonas sputigena pueden colonizar todos los materiales
seleccionados en 3 dias. La mayoria del aumento de la masa microbiana proviene
de las bacterias provenientes de la superficie dentaria. También mostraron que el
S. mutans tiene una fuerte adhesién en todos los puntos todo el tiempo, excepto
por P. gingivalis el cual exhibié una fuerte unién a la membrana de colagena a las
cuatro y seis horas. Selenomonas sputigena demostré tener la mas baja
adherencia.

La poliglactina 910 tiene una significativa baja adherencia al S. mutans que las
otras dos membranas. No hay diferencia notable con A. actinomycetemcomitans,
A. viscosus, F. nucleatum y Selenomonas sputigena, siendo comparados con las
diferentes membranas. P. gingivalis, P. melaninogenica y T. denticola pueden
adherirse y degradar las membranas, especialmente las de tipo reabsorbibles.

Las membranas colagenas son completamente degradadas para el dia 5 por el P.
gingivalis, en contraste, ninguna membrana de PTFE-e mostraron degradacion,
esto es debido a que P. gingivalis produce colagenasas, lo cual participa en la
degradacion de tejido conectivo.'®

Chen y cols. 1997 realizaron un estudio in vivo en el cual compararon el rango
en el que 11 de las especies bacterianas cominmente encontradas en la cavidad
oral, colonizan ftres diferentes tipos de membranas (coldgeno, PTFE-e, y acido
polilactico). Mediante un ensayo inmunolégico demostré que las especies A.
actinomycetemcomitans, A. viscosus, B. melaninogenicus, F. nucleatum, P.
gingivalis, P. intermedia, S. mutans, S. sanguis, Selenomonas sputigena, T.
denticola, and T. vincentii se encontraban presentes en todas las membranas.

Zuccgelli y cols. 1998 en estudios recientes, se ha demostrado que los diferentes
materiales acumulan cantidades variables de bacterias debido a su textura y sus
caracteristicas de superficie estructural, en dicho estudio, compararon las
membranas de PTFE-e, acido polilactico y poligactina 910, y se analizaron
después de 4 y 24 hrs de exposicion intraoral, se encontré una mayor proporcion
de bacterias en la membrana de PTFE-e comparada con otras dos membranas
después de un periodo de 4 hrs, mientras que después de un periédo de 24 hrs la
proporcién bacteriana fue menor en la membrana de acido polilactico comparada
con las ofras dos. Tampoco se encontraron diferencias en la proporcion de bacilos
entre las tres membranas en ambos periodos. '’
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Nowzari y cols.1996'®, mostraron en un estudio sobre la colonizacién bacteriana
de PTFE-e y el nivel de insercidn, que las bacterias pueden colonizar las
membranas a los 3 minutos de manipulacion intraoral. El grupo de pacientes
tratados con cirugia 6sea periodontal que mostraron los menores niveles de
patbégenos periodontales en las membranas tuvieron una mayor ganancia en el
nivel de insercién.

Otros estudios han demostrado la presencia de células inflamatorias y bacterias
en membranas de PTFE-e, como el de Yoshinari y cols. 1998 '°, que encontraron
ambas, las cuales disminuian hacia la porcién apical. La mayoria de las células
presentes fueron células mononucleares, eritrocitos, fibroblastos, neutrdfilos y
células plasmaticas se encontraron en menor cantidad. Las bacterias, de las
cuales la mayoria fue Gram positivos, se observaron en igual cantidad en las
secciones interna y externa. Lo cual indica que las células inflamatorias pueden
adherirse junto con bacterias a las membranas, resulta en una tendencia negativa
a una correlacién entre el incremento en el nimero de bacterias y la ganancia del
nivel de insercién.

Selving y cols. 1990 %° utilizando un microscopio electronico de barrido revisaron
las membranas de PTFE-e, y encontraron que la membrana se integra en el tejido
conectivo reparativo en una pequefia proporcion. También refieren que la mayor
parte de las membranas se exponen debido a la retraccion y recesién gingival, lo
cual provoca la acumulacién de placa, ademas de que debido al contorno irregular
de la circunferencia del diente, la adaptacién del borde de la membrana no
necesariamente puede “sellar” el margen para excluir la invasién baceriana.

En un estudio posterior, también utilizando el microscopio electrénico de barrido,
Selving y cols. 1992 ' encontraron que la mayor parte de los especimenes
presentaron depésitos bacterianos y también en la zona interna, los depdsitos
bacterianos incluyeron cocos, filamentos y bacilos, no se encontraron
espiroquetas. También identificaron elementos de tejido conectivo. Selving, por el
contrario no encontré una correlacion negativa entre la contaminacién bacteriana y
la ganancia del nivel de insercion.

La permeabilidad de las membranas al paso de bacterias como el Streptococcus
mutans y el Actinobacillus actinomycetemcomitans ha sido demostrado por Hung y
Cols. 2002 %, quienes compararon la permeabilidad de tres membranas ( PTFE-e,
colageno y un compuesto glicélico), se menciona que la membrana de PTFE-e
tuvo los mejores resultados como barrera, seguido por la membrana de colageno,
ademas de que el S. mutans pasé a través de la membrana mas rapidamente que
el A. actinomycetemcomitans.

El uso de antibidticos sistematicamente en el post-operatorio, asi como la
instruccion en el uso de enjuagues bucales como la solucién de 0.2% de gluconato
de clorhexidina y en conjuncién con una instruccion adecuada de control de ?Iaca,
puede ayudar en obtener mejores resultados en el tratamiento de RTG.? 2 %
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También se ha comenzado a estudiar la posibilidad de utilizar membranas
recubiertas de antibioticos como la tetracicilina con la membrana de PTFE-e
conocida como PTFE-eT, en un estudio de Zarkesh, 1999 %’ , donde compard los
dos tipos de membranas para la correccion de defectos dseos, encontré que la
colonizacion bacteriana se retrazaba en el caso de T-ePTFE, aunque las dos,
después de un periodo de 6 semanas eran contaminadas por bacterias
periodontopatégenas como Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium species,
Peptostreptococcus micros, y Bacteroides forsythus

Planteamiento del problema

Las membranas utilizadas para separar el epitelio en procedimientos de cirugia
regenerativa son susceptibles a la contaminacion bacteriana, lo cual hace que el
pronéstico sea menos favorable. Dicha contaminacion puede suceder en la
superficie interna de la membrana, en contacto con el defecto o la externa, en
contacto con el epitelio.

Preguntas de investigacién

¢ Qué tan frecuentemente las membranas en RTG se contaminan?

¢ Cudl superficie de las membranas presenta mayor contaminacion?

¢Cudles bacterias contaminan méas frecuentemente las membranas segun la
tincién de Gram?

Objetivo de la investigacion

Determinar en que superficie de las 9 membranas de PTFE-e existe mayor
contaminacion.

Justificacién
Si el pronéstico de la cirugia regenerativa esta relacionado con la contaminacion

bacteriana entonces se debe determinar en que superficie de las membranas de
PTFE-e se localiza mayor contaminacion.

Hip6tesis

Existe mayor colonizacion bacteriana en la superficie externa de las membranas
de PTFE-e que se utilizan en RTG.

Hipétesis nula

No existe mayor colonizacion bacteriana en la superficie externa de las
membranas de PTFE-e que se utilizan en RTG.
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Metodologia
Tipo de investigacion:

Comparativo, con un disefio experimental de estudio de casos en una sola
medicién.?

Poblacién de estudio

Pacientes de la Clinica de Endoperiodontologia de la UNAM FES Iztacala
atendidos por los estudiantes de la especializacion de la generacion 2002 — 2004,
durante el periodo de agosto del 2003 a enero del 2004, con diagnéstico de
periodontitis crénica moderada, con defectos verticales, fase | terminada e indice
personal de placa dentobaceriana (pdb) de 10% o menor, que requirieran
procedimientos de RTG, y que aceptaran la utilizacién de membranas de PTFE-e.

Criterios de inclusién

Defectos 6seos verticales

Fase | terminada

indice Personal de PDB de 10% o menor

Aceptacién de procedimientos de RTG con membrana de PTFE-e
Criterios de exclusién

Defectos 6seos horizontales

Fase | incompleta o deficiente

indice Personal de PDB mayor a 10%
No aceptacién de procedimientos de RTG con membrana de PTFE-e

Variables Independientes.

Membrana de PTFE-e:

Material regenerativo compuesto por politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) el
cual es una matriz de ndédulos de PTFE. La molécula basica de este material

consiste en una unién carbono-carbono con cuatro atomos de fitor incorporados
para formar un polimero.

Variables Dependientes
Colonizacién bacteriana:
Es la adhesion de algunos microorganismos en las membranas expuestas dejando

el desarrollo de un lecho de infeccién.?® La adherencia microbiana puede ser
asociada con infeccién y subsecuente rechazo de muchos biomateriales.*
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Se dividio la membrana en tres porciones (cervical, media y apical) y se subdividio
en externa, media e interna. Las bacterias orales con tincion de Gram fueron
analizadas semicuantitativamente a través de la densidad celular (nimero de
células/40 X 60 um?) en las caras interna y externa en la zona mas apical de cada
membrana.®!

Consideraciones éticas:

Se obtuvo un consentimiento informado de los pacientes segin la Declaracion de
Helsinki para la inclusién en el estudio.

Procedimiento experimental:

Se obtuvieron 9 membranas de PTFE-e utilizadas en procedimientos de
Regeneracion Tisular Guiada en los pacientes de la Clinica de
Endoperiodontologia de la UNAM FES lztacala atendidos por los estudiantes de la
especializacion de la generacién 2002 — 2004, durante el periodo de agosto del
2003 a enero del 2004, con diagnodstico de periodontitis crénica moderada, con
defectos verticales, fase | terminada e indice personal de placa dentobaceriana
(pdb) de 10% o menor, que requirieran procedimientos de RTG, y que aceptaran
la utilizacion de membranas de PTFE-e, a todos los pacientes se les mantuvo
control personal de pdb mediante raspado y alisado coronario y pulido semanal
postoperatorio.

Las membranas fueron colocadas segun indicaciones e instrucciones, y retiradas
después de 4 a 6 semanas como indica la técnica, la permanencia de las
membranas pudo verse alterada por la exposicién de la misma de mas de 5 mm
durante el periodo de inclusion.

Fig. 6 Membrana de PTFEe

Se obtuvieron 9 membranas de PTFEe, las cuales se numeraron de acuerdo al
orden como se recolectaron. Después de la remocion las membranas fueron
enjuagadas en solucion salina para remover la sangre y placa adheridas, la
superficie externa de cada membrana fue marcada con un bisturi, para identificar
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cual superficie estuvo en contacto con el tejido regenerado, después fueron fijadas
por inmersién en una solucion neutra de formol al 10%, posteriormente las
secciones que presentaron cambios de coloracién fueron identificadas y medidas,
dichas secciones fueron deshidratadas con etanol, y entonces embebidas en
parafina e incluidas en paraplast y seccionadas a 5 pm en plano corono-apical,
colocadas en portaobjetos.™ Los cortes fueron desparafinizados con xilol, etanol
graduado (100, 95, 75, 50 y 30%) e inmersos en agua destilada. Los cortes fueron
tefiidos con Hematoxilina-Eosina basica (H-E) y Gram.

Fig. 7 Zona de toma de muestra

Las células fueron analizadas semicuantitativamente a través de la densidad
celular clasificandolas por su presencia como: 0= ausente, 1= leve, 2= moderada,
3= abundante, de cada tipo celular con un microscopio Optico por sus tipos:
células mononucleares, eritrocitos, fibroblastos, neutréfilos, células plasmaticas en
los cortes tefiidos con Hematoxilina-Eosina.

Para la tincion de Gram, se dividi6 la membrana en tres porciones (cervical, media
y apical) y se subdividi6 en externa, media e intema, se analizaron de éstas
porciones la apical externa e interna a detalle. Las bacterias orales con tincién de
Gram fueron analizadas semicuantitativamente a través de la densidad celular
(nimero de células/40 X 60 pm?) en las caras interna y externa en la zona mas
apical de cada membrana.

Bacteria grampositiva Bacteria gramnegativa

Muembuana
e ———eitoplasmice—— £ 4
—Poptidoglucano.

i
Espacio periplasmaliéo Mer & extlemna

{caracteristico fpe s, lipidos
de gramnegativos) lipopolisacandos, LPS)

Fig. 9 Caracteristicas de Bacterias Gram negativas y Gram Positivas
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Tincién de gram modificada (Procedimiento) *'

Desparafinar e hidratar con agua destilada

Colocar en un rack de tincién

Aplicar 1 ml (20 gotas) de cristal violeta

Aplicar 5 gotas de bicarbonato de sodio por 1 minuto

Enjuagar con agua

Aplicar yodo de gram por 1 minuto

Enjuagar con agua

Gotear etil-éter-acetona hasta decolorar

. Aplicar solucién de fuccina de trabajo 1 minuto

10. Lavar con agua

11. Escurrir

12. Gotear acetona

13. Aplicar solucién de acido picrico-acetona hasta que la coloracién sea rosa
amarillenta

14. Enjuagar con acetona (paso rapido)

15. Enjuagar con solucién acetona-xyleno

16. Lavar con xyleno

QN hwN

w

17.Montar
Resultados
Gram positivos azul
Gram negativos rojo
Filamentos, Actinomyces azul
Ncleos rojo
Otros tejidos amarillo
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Resultados

Se obtuvieron 9 membranas de PTFEe las cuales se numeraron de acuerdo su

recoleccion, y se recabé la siguiente informacion:

Membrana | Cédigo Ancho | Largo Zona Ancho Largo | Exposicién | Observaciones
Total Total
1 M1-M 25mm | 177 mm Mesial 1.5 mm 4 mm Si Coloracién blanco
amarillento
M1-D Distal 1mm 4 mm Coloracién blanco
amarillento
2 M2-M 23 mm 20 mm Mesial 3 mm 5 mm Si Coloracién amarillo
mostaza
M2-D Distal 3mm 8 mm Coloracién amarillo
mostaza
3 M3-M 15 mm 33 mm Mesial 4 mm 9 mm Si Coloracion amarillo
mostaza
M3-D Distal 5 mm 5mm Coloracion amarillo
mostaza
4 M4-M 17 mm 23 mm Mesial 3 mm 10 mm Si Coloracién amarillo
mostaza
M4-D Distal 1 mm 8 mm Coloraciéon amarillo
mostaza
5 M5-M 14 mm 23 mm Mesial imm 8 mm No Coloracién amarillo
verdosa
M5-D Distal 1 mm 8 mm Coloracion amarillo
verdosa
6 M6-M 13mm 22 mm Mesial 1 mm 7 mm No Coloracién amarillo
verdosa
M6-D Distal 6 mm 13 mm Coloracién amarillo
verdosa
7 M7 -M 15 mm 17 mm Mesial 2 mm 9 mm No Coloracién amarillo
verdosa
M7-D Distal 2mm 3 mm Coloracién amarillo
verdosa
8 M8—Int [ 15mm 22 mm Mesial 5mm 7 mm Si Coloracién amarillo
verdosa
9* M3-MV | 22 mm 25mm | Mesial 2mm 9 mm No Coloracién blanco
Vestibular amarillento
M9 MP Mesial 2mm 10 mm Coloracion blanco
Palatino amarillento
M9- DV Distal 2 mm 9 mm Coloracién blanco
o | e | Vestbular | | | amarillento
M9- DP = Distal 2 mm 8 mm Coloracion blanco
Palatino amarillento

Tabla 1. Datos Iniciales

* Debido al tamario y a la presencia del refuerzo de titanio se dividio en dos porciones Mesial y Distal

Se realizé la observacion al microscopio 6ptico a 40 X 60 um? de los cortes en la
tincion de Hematoxilina-Eosina basica (H-E) en la superficie interna y externa por
cada seccién de membrana.

En M1-M se observé la presencia moderada de monocitos, neutrdfilos y
macréfagos, leve de eritrocitos, fibroblastos, células plasmaticas, linfocitos y
células epiteliales basales y descamativas en la superficie interna, en la externa se
encontré presencia moderada de monocitos, neutrdfilos y células epiteliales
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basales y descamativas, leve de eritrocitos, células plasmaticas, linfocitos y
macrofagos asi como ausencia de fibroblastos.

En M1-D en la superficie interna se advirtio la presencia moderada de monocitos y
macrofagos, leve de eritrocitos, fibroblastos, neutrofilos, plasmaticas, linfocitos y
epiteliales basales y descamativas, mientras que en la superficie externa se
observo la presencia abundante de células epiteliales descamativas, moderada de
monocitos, neutrofilos, macréfagos y células epiteliales basales, leve de eritrocitos,
células plasmaticas, linfocitos y ausencia de fibroblastos.

" Fig. 10. M1-M Hematoxiiina Eosina 40X

En M2-M en la superficie interna hubo presencia abundante de neutrofilos,
macrofagos y células epiteliales descamativas, moderada de monocitos y células
plasmaticas, leve de eritrocitos, fibroblastos, linfocitos y epiteliales basales, en la
superficie externa se observé abundancia de neutréfilos, macréfagos y células
epiteliales descamativas, presencia moderada de monocitos, células plasmaticas,
leve de eritrocitos, fibroblastos, linfocitos células epiteliales basales y algunas
neutrofilos organizados en forma de rosetas.

En M2-D superficie interna se observo la presencia leve de todos los tipos
celulares, mientras que en la externa la presencia abundante de macr6fagos y
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células epiteliales descamativas, moderada de monocitos, neutrofilos, células
epiteliales basales, leve de fibroblastos, células plasmaticas, linfocitos y la
ausencia de eritrocitos. En ésta membrana, tanto en la superficie mesial como
distal, se observé la presencia de colonias de hongos.

Fig. 12 Hongos Gram 40X

En M3-M en la superficie interna se observé la presencia moderada de monocitos,
neutréfilos, macréfagos y células epiteliales descamativas, leve de eritrocitos,
fibroblastos, células plasmaticas, linfocitos, y epiteliales basales, asi como la
presencia de colonias de hongos, en la superficie externa se observoé la presencia
abundante de células epiteliales descamativas, moderada de monocitos,
neutrofilos, macrofagos, leve de eritrocitos, fibroblastos, linfocitos y células
plasmaticas y epiteliales basales, asi como de colonias de hongos.

En M3-D en la superficie interna se observé moderada presencia de células
plasmaticas y linfocitos, y leve de los demas tipos celulares, en la superficie
externa la presencia de monocitos y células epiteliales descamativas fue
moderada, y leve de los otros tipos celulares.

Fig. 13 M3 Células inflamatorias y colonia bacteriana tincién H-E 40X

En M4-M tanto en la superficie interna como externa hubo presencia leve de casi
todos los tipos celulares excepto fibroblastos, los cuales se encontraron ausentes,
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en M4-D en la superficie interna se observaron fibroblastos y macréfagos
abundantes algunos de ellos organizados formando células gigantes, monocitos,
neutrofilos, linfocitos, células plasmaticas y epiteliales basales y descamativas
moderadas y eritrocitos leve.

Fig. 14 Células Gigantes H-E 40X

La presencia de neutréfilos, linfocitos, células plasmaticas y epiteliales basales y
descamativas fue moderada, mientras que los monocitos, eritrocitos, fibroblastos y
macréfagos presentaron una presencia leve en M5-M en la superficie interna, en la
superficie externa la presencia de casi todas las células fue leve, excepto por las
células epiteliales descamativas. En M5-D se observé moderada presencia de
monocitos, eritrocitos, macrofagos, células plasmaticas, epiteliales basales y
descamativas y leve de fibroblastos neutréfilos y linfocitos en la superficie interna,
la mayoria de las células se observaron moderadas, debido a que la presencia de
los monocitos y fibroblastos fue leve.

Se observaron en M6-M en la superficie interna los linfocitos abundantes, los
macréfagos, las células plasmaticas y epiteliales basales moderadas y las ofras
células se observaron de forma leve, en esta zona también se observaron zonas
con inicios de osificacion, en la superficie externa todas las células se observaron
leves excepto por las epiteliales descamativas que se encontraron abundantes.

= 1

Fig. 15. Fibroblastos con

zonas de osificacion H-E 40X

Colonizacion Bacteriana en Membranas de PTFE-e de RTG 20



En M6-D interna la mayoria de las células fueron abundantes, aunque los
neutréfilos, macréfagos y células epiteliales descamativas se encontraron
moderadas y las células epiteliales basales se encontraron leves, en la superficie
externa los fibroblastos se encontraron abundantes, los monocitos, eritrocitos y
células epiteliales basales y descamativas fueron moderadas y las demés células
fueron leves, en ésta superficie también se observé la presencia de colonias de
hongos.

Fig. 16 Superficie de M6 con presencia de colonias bacterianas visibles en la superficie. Microscopio
Estereoscopico Gram 40X

En M7-M todas las células se observaron leves en la superficie interna, en la
externa, fue similar, excepto por los monocitos, linfocitos y células epiteliales
descamativas que fueron moderadas. En M7-D en la superficie interna los grupos
celulares se enconfraron leves, a excepcidon de los macréfagos, células
plasmaticas y epiteliales descamativas, que se encontraron moderadas, en la
superficie externa se observaron casi todas las células leves, excepto por los
eritrocitos y las células epiteliales descamativas cuya presencia fue moderada.

Fig. 17. Superficie M7 con presencia de colonias de hongos. Microscopio Estereoscopico Gram 40X
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En M8-Int los grupos celulares se observaron leves excepto por los linfocitos y las
celulas epiteliales descamativas en la superficie interna, en cambio, en la
superficie externa la mayoria se observaron moderadas y solo los fibroblastos
leves.

En la Gltima membrana, se observaron la cara mesial y distal en sus porciones
vestibular y palatino. En M9-MV en la superficie interna las células se percibieron
moderadas aunque la presencia de los eritrocitos y las células epiteliales
descamativas fue severa, en la superficie externa los eritrocitos, fibroblastos,
neutréfilos, ceélulas plasmaticas y linfocitos se advirtieron leves, mientras que las
demas células se mostraron de manera leve.

En M9-MP en la superficie interna todos los tipos celulares se observaron en
cantidad moderada, en la superficie externa la mayoria fue leve, monocitos y
células descamativas moderada y basales severa.

En M9-DV todos los tipos celulares mostraron una presencia moderada tanto en la
superficie interna como en la externa, asi como en MS-DP en la superficie externa
e interna, ésta dltima presenté a diferencia de las demas los eritrocitos en
cantidades severas.

Fig. 18 H-E 40X

En la tincién de Gram, las bacterias orales tanto positivas (azules) como negativas
(rojas) fueron analizadas semicuantitativamente a través de la densidad celular
(numero de células/40 X 60 um?)* en las superficies externa e interna y en la zona
mas interna de cada una de las membranas.
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Membrana | Cédigo Exposicién Gram Positivo Gram Negativo
Intema __ Externa | Intema  Externa
1 M1-M Si 35 62 115 62
M1-D 70 | 67 | 140 35
2 M2-M Si 120 186 160 57
M2 -D 177 | 370 250 | 82
3 M3—M Si 150 | 365 77 62
M3-D 61 145 60 76
4 M4 -M Si 82 97 95 99 |
B M4 -D 61 | 54 68 33 |
5 M5~ M No 25 78 44 53
M5-D 30 252 33 116
T e st %
M6 — D 45 128 66 90
7 M7 — M No 68 50 88 46
TmM7-D 77 32 58 30
8 M8 — Int Si 44 84 26 86
g M9 — MV No | 367 | 244 71 | 148
| Me=mP | 293 106 86 53
M9 - DV 28 62 53 67
M9 - DP 192 170 95 200
Total 1981 2625 1611 1428

Tabla 2. Cuantificacion de Bacterias Gram positivas y Gram negativas por membrana por superficie en tercio
i

pical
* Debido al tamaiio y a la presencia del refuerzo de titanio se dividio en dos porciones Mesial y Distal

Fig. 19 Bacterias Gram positivas y negativas 40X
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[Membrana | Codigo | Exposicion | Gram Gram
Positivo | Negativo
1 M1—M Si 97 177
M1-D 137 175
2 M2 - M Si 306 217
M2-D 547 332
3 M3 - M Si 515 139
M3-D 206 136
4 M4 - M Si 179 194
M4 -D E 115 144
M8 - Int Si 128 112
5 M5 — M No 103 97
M5-D 282 149
6 ME — M No 129 59
M6-D 173 156
T M7 -M No 118 134
M7-D 109 88

9 M9 — MV No 611 o4 |
M9— MP 399 139
Mg - DV 90 120
M3 - DP 362 295

Tabla 3. Cuantificacién de Bacterias Gram positivas y Gram negativas por membrana y exposicion
* Debido al tamaiio y a la presencia del refuerzo de titanio se dividié en dos porciones Mesial y Distal

Fig. 20 Bacterias Gram positivas y negativas 40X
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Analisis de Resultados

Se realiz6 el analisis de la cuantificacion de bacterias con la tincién de Gram con
la prueba t de Student para comparar a las bacterias gram positivas y gram
negativas por superficie, por exposicibn de membranas y enire membranas
expuestas o no con un programa estadistico STATS.

Superficie externa:
Gram positivas
Media: 138.158
Mediana: 97
Moda: 62
Varianza:  10507.58 Rango: 338
Desviacién estandar: 102.507 Valor min: 32
Error estandar: 23.517 Valor max: 370
Gram negativas
Media: 75.158
Mediana: 62
Moda: 33, 53, 62
Varianza: 1849.696 Rango: 170
Desviacion estandar: 43.008 Valor min: 30
Error estandar: 9.867 Valor max: 200
. =2.47032 a=0.05 Probabilidad de diferencia significativa: 98.16%
Superficie interna:
Gram positivas
Media: 104.263
Mediana: 68
Moda: 61
Varianza: 8851.982 Rango: 342
Desviacion estandar: 94.085 Valor min: 25
Error estandar: 21.586 Valor max: 367
Gram negativas
Media: 84.789
Mediana: 71
Moda: 26, 95
Varianza: 2867.731 Rango: 224
Desviacion estandar:; 53.51 Valor min: 26
Error estandar: 12.285 Valor max: 250
t.=.784251 a=0.05 Probabilidad de diferencia significativa: 56.20%
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Gram positivas externa vs intema

t.=1.06179 a=0.05 Probabilidad de diferencia significativa: 70.46%
Gram negativas externa vs interna

t: =.611503 a=0.056 Probabilidad de diferencia significativa: 45.53%

Membranas expuestas

Gram positivas
Media: 247778
Mediana: 179
No hay moda
Varianza:  29723.69 Rango: 450
Desviacion estandar: 172.406 Valor min: 97
Error estandar: 57.469 Valor max: 547

Gram Negativas
Media: 180.667
Mediana: 175
No hay moda
Varianza:  4279.500 Rango: 220
Desviacion estandar: 65.418 Valor min: 112
Error Estandar: 21.806 Valor max: 332

Membranas no expuestas

Gram positivas
Media: 237.600
Mediana: 151
No hay moda
Varianza:  29959.60 Rango: 521
Desviacion estandar: 173.88 Valor min: 90
Error estandar: 54735 Valor max: 611

Gram Negativas
Media: 145.600
Mediana: 136.5
No hay moda
Varianza:  4648.933 Rango: 236
Desviacion estandar: 68.183 Valor min: 59
Error estandar: 21.561 Valor max: 295

Gram positivas, membranas expuestas vs membranas no expuestas

t. =.128216 a=0.05 Probabilidad de diferencia significativa: 10.05%
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Gram negativas, membranas expuestas vs membranas no expuestas

t. = 1.14088 a=0.05 Probabilidad de diferencia significativa: 73.03%
Membranas expuestas

Media: 214.222

Mediana: 176

No hay moda

Varianza: 17193.71 Rango: 450

Desviacion estandar: 131.125 Valor min. 97

Error estandar: 30.906 Valor max: 547
Membranas no expuestas

Media: 237.600

Mediana: 151

No hay moda

Varianza:  29959.60 Rango: 521

Desviacion estandar: 173.088 Valor min: 90

Error estandar: 54.735 Valor max: 611

Membranas expuestas vs membranas no expuestas
t. = .465140 a=0.05 Probabilidad de diferencia significativa: 35.54%
Discusién y Conclusiones

Hay algunos estudios que reportan la presencia de células inflamatorias en las
membranas de PTFEe '* '3 2. 3435 gjn embargo, en éstos estudios refieren una
minima presencia de células inflamatorias al contrario de lo que nosotros
observamos, aunque en nuestro estudio, hubo diferencia significativa al comparar
individualmente en la mayoria de las membranas, no hubo diferencia en la
cantidad de bacterias y sus tipos entre las superficies intema y externa.

Con microscopia electronica Selvig y cols. 1992 ' %' examinaron membranas de
PTFEe y encontraron una pequena cantidad de células adheridas al material.
Payne y cols. 1996% sugirié que la falta de adherencia era provocada por su baja
capacidad de humedecerse, o por la superficie rugosa creada por el entramado
de fibras del material. Pritiove-Carson y cols. 1994 *" encontraron que las
membranas podian establecer la proliferacion de células mesenquimaticas.
Yoshinari y cols. ' observaron bajo microscopia éptica e inmuhohistoquimica la
presencia de células principalmente mononucleares adheridas, similares en
cantidad a las que nosotros observamos.

Varios estudios recientes con microscopia electrénica y de luz, asi como por

cultivos bacterianos han demostrado que la placa dentobacteriana, incluyendo
microorganismos periopatégenos, contaminan y colonizan membranas de PTFEe
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colocadas sobre defectos periodontales.’® ~ # Passariello y cols. 1991* han
mostrado que sitios tratados con membranas muestran mayor colonizacion
bacteriana. Mombelli y cols. * aislaron bacilos anaerobios gram negativos de
todas las membranas de RTG. Wang y cols. estudiaron la adherencia bacteriana
en membranas de PTFEe, reportaron presencia en gran cantidad de Prevotella
melamnogemca Sefomonas sputigena y Actinomyces viscosus. Tempro Yy
Nalbandian ™ y Yoshinari ' reportaron una gran colonizacién de bacterias gram
positivas, Simion y cols. 1994 report6 que los microorganismos pueden atravesar
las membranas, De Sanctis y cols. 1996 observaron que se presenté inclusive en
aquellas que no se habian expuesto, en el presente estudio, también la mayor
cantidad de bacterias fueron gram positivas, tanto en membranas que presentaron
exposicion como las que no, aunque la presencia fue mayor en las que
presentaron exposicién al medio oral.

La contaminacién bacteriana puede deberse a la contaminacion de las
membranas durante el procedimiento quirlrgico ya sea en la colocacién o en la
remocién o debido a la exposaclén de la membrana durante el periodo de inclusién
de la regeneracién. Nowzari '® report6 que la colonizacién de las membranas de
PTFEe por microorganismos periodontopatégenos sucede después de 3 minutos
de manipulacién intraoral antes del procedimiento de RTG.

Guillemin y cols. 1993*' sugirié que la presencia de PDB sobre las membranas no
comprometia la recuperacién clinica durante Ias primeras 4 a 6 semanas
posteriores a la RTG. Crigger y cols. 1996 indicaron que en su estudio
histolégico el tejido de granulacién formado debajo de la porcion de membrana
clinicamente expuesta podia convertirse en tejido conectivo de reparacién en
perros beagle.

Selving y cols. 1992 %' reportaron que la extensién de la exposicion oral de la
membrana, asi como su contaminacién al momento de la remocioén puede ser un
indicador a largo plazo del éxito o fracaso de los procedimientos de regeneracion.
Aunque aun no es claro hasta que punto la presencia de bacterias afecta al tejido
neoformado en la RTG.

Es razonable suponer que las células inflamatorias se encuentran debido a la
infeccién bacteriana, sin embargo, no encontramos estudios que observaran
alguna relacién entre la presencia de células inflamatorias con la presencia de
bacterias.

Usualmente la microscopia electrénica se ha utilizado para la observacion de
células y colonizacién bacteriana en la superficie de membranas, por lo que se
decidié utilizar la microscopia éptica para examinar el interior de las membranas
de PTFE-e, se dividi6 la membrana en tres porciones (cervical, media y apical) y
se subdividi6 en externa, media e interna, se analizaron de éstas porciones la
apical externa e interna a detalle.
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En el presente estudio todas las membranas mostraron la presencia de células
inflamatorias y bacterias al momento de la remocion. Ambas se encontraron en
toda la superficie de las membranas tanto en la superficie interna como externa
asi como en el interior (parte central) tanto en las membranas que presentaron
exposicién como en las que no la presentaron.

En cuanto a las bacterias, la mayor cantidad se presenté en la superficie externa
con bacterias gram positivas, las membranas con mayor presencia fueron M2-D y
M3-M que presentaron exposicion y M5-D, M8-MV que no presentaron exposicion,
pero en cuanto a gram negativas en la superficie interna, la mas contaminada fue
M2-D que presentd exposicion.

Dentro de los hallazgos se encontr6 la presencia de colonias de hongos tanto en
la superficie como en la zona central de una de las membranas M3 y M6, la
presencia de estas células a todo lo largo y ancho de las membranas sugiere su
capacidad para pasar a través del grosor de la parte central de las membranas.

Las células que mas se presentaron fueron monocitos, neutréfilos y macréfagos,
observandose la presencia de células gigantes y rosetas de neutréfilos a lo largo
de la superficie M2-D, asi como también se observé la presencia de fibroblastos,
con zonas con inicios de osificacion.

En el andlisis estadistico para la superficie externa a la t de Student con o = 0.05
con una T, de 247032 y una T; de 1.7291 nos demuestra una diferencia
significativa entre la cantidad de bacterias gram positivas y negativas de dicha
superficie.

Sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa al comparar la
cantidad de bacterias en la superficie intema, ni cuando se compararon las gram
positivas y gram negativas de ambas superficies. Al comparar las bacterias gram
positivas de las membranas expuestas contra las no expuestas, asi como las gram
negativas no se encontré diferencia, asi como tampoco se encontré diferencia al
comparar la contaminacién de las membranas expuestas contra las no expuestas.

En conclusién, el presente estudio demostré la diferencia significativa entre la
cantidad de bacterias gram positivas y negativas en la superficie externa, asi como
la presencia bacterias, células inflamatorias e inclusive hongos que se adhieren e
invaden las membranas, las cuales son capaces de atravesar la totalidad las
membranas de PTFE-e, y alcanzar su porcién mas apical tanto en las membranas
expuestas como en las no expuestas y adn asi, permitir la formacién de tejido
conectivo neoformado que puede osificarse.
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