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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar microscOpicamente el ligamento
periodontal humano preservado en Clara de Huevo (Grupo I) y Leche UHT
descremada (Grupo II). Se utilizaron 30 dientes (15 premolares y 15 terceras
molares) segun los criterios de inclusion descritos. Inmediatamente después
de la extraccion los dientes se colocaron en los medios seleccionados, 10
para cada grupo durante 60 minutos y posteriormente en formol neutro. Se
colocaron 10 dientes inmediatamente después de la extraccion en formol
neutro (Grupo Ill) para el control. Posteriormente se obtuvieron cortes
histolégicos de 4um de espesor coloreados con la técnica hematoxilina—
eosina y se evaluaron por microscopia Optica (400X). Se escogieron 3
campos por pieza (cervical media y apical) para evaluar: porcentaje de fibras
coldgenas organizadas, focos de necrosis y numero de fibroblastos. En el
analisis cualitativo de los focos de necrosis se observa una mayor presencia
en el grupo Il que en el grupo | (Tabla N°1). En cuanto al analisis cuantitativo
de las fibras colagenas, no se encontré diferencia significativa entre los
grupos | y Il (Tabla N°2). En cuanto al analisis cuantitativo del nimero de
fibroblastos, no se encontro diferencia significativa entre grupos | y Il (Tablas
N°3y 4).

Palabras clave: Avulsion dentaria - medios de transporte - leche UHT

descremada - clara de huevo.



Abstract

The aim of this study was to microscopically assess human periodontal
ligament preserved in Egg White (Group I) and UHT skim milk (Group I1). 30
teeth (15 premolars and 15 molars third) were used as inclusion criteria
described. Immediately after extraction of teeth placed on the selected
media, 10 for each group for 60 minutes and then in neutral formol. 10 teeth
were placed immediately after extraction in neutral formol (Group 1ll) for the
control. Later histological sections 4um thick stained with hematoxylin-eosin
technique and evaluated by light microscopy (400X) were obtained.
Percentage of organized collagen fibers, foci of necrosis and fibroblast
number: 3 courses per piece (mean cervical and apical) were chosen to
evaluate. In the qualitative analysis of the foci of necrosis observed a greater
presence in group Il than in group | (Table No. 1). As for the quantitative
analysis of collagen fibers, no significant difference between groups | and Il
(Table No. 2) was found. As for the quantitative analysis of the number of
fibroblasts, no significant difference between Groups | and Il (Tables No. 3

and 4) was found.

Key words: Tooth avulsion - storage médium - UHT skim milk - egg whites.
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INTRODUCCION

La avulsion es una de las formas mas severas de trauma dental que
no soélo trae problemas estéticos, sino fonéticos, de masticacién e
incluso de espacio para las piezas permanentes. Por esta razon, es
importante recuperar el diente avulsionado para que pueda ser
reimplantado inmediatamente y asi se restablezca el suministro
natural de nutrientes a las células del ligamento periodontal, las
cuales son las responsables del éxito del reimplante. Sin embargo, en
muchos casos esto no es posible y, por lo tanto, el diente avulsionado
debe ser almacenado en un medio capaz de preservar la viabilidad de
las células del ligamento periodontal hasta que se pueda realizar el
tratamiento dental definitivo. Se han estudiado diversos medios de
almacenamiento para este propoésito, y los resultados concluyen en
gue Viaspan y HBSS son los mejores. Sin embargo, son costosos y
no estan disponibles en nuestro pais, por lo que existe una busqueda
constante de medios mas accesibles que asemejen sus resultados a
corto plazo. La leche, uno de los medios mas estudiados, tiene
osmolalidad fisiolégica, pH balanceado, es estéril, provee de
nutrientes a los fibroblastos del ligamento periodontal y es de facil
disponibilidad, por lo que se puede considerar a la leche como el
medio de almacenamiento adecuado. La albumina de huevo parece
ser una buena opcién debido a su alta cantidad de proteinas,
vitaminas, agua y falta de contaminacion microbiana, sin embargo los
estudios en dientes humanos aun son escasos. En el Perd no se han
publicado estudios sobre la viabilidad de los fibroblastos del ligamento
periodontal humano en medios de transporte y almacenamiento de

dientes avulsionados.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1. Areaproblema

Los traumatismos dentarios en nifios son el segundo motivo de
consulta mas frecuente después de la caries dental y son un problema
de salud publica, no porgue su prevalencia sea alta, sino por las
secuelas que ocasionan®. La avulsién en dientes permanentes es la
més grave de las formas de traumatismos dentales debido a que el
diente est4 completamente desplazado de su alvéolo.?

Los reportes de incidencia de dientes avulsionados se encuentran en
rangos de 1 - 16% de todas las injurias traumaticas en la denticion
permanente, con una alta prevalencia en hombres. La edad mas
comun para la denticion permanente es de 8 a 12 afios, el tiempo en
el que la estructura del ligamento periodontal es muy laxa debido a
gue estos dientes estan en proceso de erupcion, proporcionado

minima resistencia a una fuerza extrusiva.?

Cuando los dientes se reimplantan inmediatamente después de la
avulsiéon, hay una mejor oportunidad de curacidon del ligamento
periodontal. Sin embargo, la experiencia clinica ha demostrado que la
mayoria de los dientes avulsionados sdélo son reimplantados después
de un largo tiempo extra-alveolar en seco 0 en condiciones
inadecuadas de almacenamiento. 2 Dependiendo del tiempo extra-
alveolar y el medio de almacenamiento, pueden ocurrir necrosis
pulpar, degeneracion de las fibras del ligamento periodontal y

cementoblastomas. >4

2.2. Delimitacién del problema

Diversos estudios concuerdan en que la clave para evitar la anquilosis
y reabsorcion por reemplazo es el mantenimiento de la vitalidad de las

células del ligamento periodontal, y por lo tanto, es mas importante el
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tipo de medio de almacenamiento para mantener las células vitales
gue el tiempo extraoral. Si el reimplante inmediato no es posible, el
adulto responsable del nifio debe poner rapidamente el diente

avulsionado en un medio adecuado hasta la consulta de urgencia.

Dentro de los medios de trasporte para dientes avulsionados que
podemos encontrar en el mercado local, uno de los mas estudiados y
recomendados es la leche UHT descremada, ya que cumple con
todos los requisitos necesarios para preservar la viabilidad de las

células del ligamento periodontal por un promedio 1 a 6 horas. »%>°

Estudios mas recientes nos sefialan a la clara de huevo como un
excelente medio de preservacion pudiendo llegar a mantener la
viabilidad de las células del ligamento periodontal en algunos casos
hasta 10 horas, sin embargo los estudios en ligamento periodontal

humano son aun escaso. " 8.9

2.3. Formulacion del problema

¢, Qué tan efectiva es la preservacion de ligamento periodontal humano

en clara de huevo en relacién con la leche UHT descremada?
2.4. Objetivos
2.4.1. General:

Evaluar histologicamente mediante microscopia Optica el
estado del ligamento periodontal humano preservado en clara
de huevo en comparacion con el preservado en leche UHT

descremada.

2.4.2. Especificos:

e Evaluar histolégicamente mediante microscopia Optica la

presencia de focos de necrosis celular en el ligamento
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periodontal humano preservado en clara de huevo y leche
UHT descremada.

e Evaluar histolégicamente mediante microscopia Optica el
porcentaje de fibras colagenas organizadas por campo del
ligamento periodontal humano en el preservado en clara de

huevo y leche UHT descremada.

e Cuantificar el ndmero de fibroblastos con caracteristicas
normales por campo presentes en el ligamento periodontal
humano preservado en clara de huevo y leche UHT

descremada.

2.5. Justificacion

La experiencia clinica nos demuestra que el reimplante de un diente
permanente avulsionado tiene un mejor prondéstico cuando llega al
consultorio en un medio de trasporte. Diversos autores nos
mencionan que un medio de transporte ideal debe contar con ciertos
requisitos especificos (pH balanceado, osmolalidad fisiolégica, ser
liquidos estériles, etc.), los cuales son casi totalmente cubiertos por la
leche descremada, a excepcion (en nuestro pais) de la disponibilidad
en el lugar del accidente, ya que esta es generalmente encontrada en
grandes cadenas distribuidoras. En los dltimos afios la albumina de
huevo a aparecido como una util alternativa como medio de transporte
a la leche. Sin embargo los estudios in-vitro en ligamento periodontal
humano aun son escasos. Por lo antes mencionado el presente
estudio in-vitro evalué la capacidad de preservacion del ligamento
periodontal humano de la clara de huevo comparada con la leche

UHT descremada. >%6 789
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2.6. Limitaciones
La obtencién de la cantidad de muestras. Esta limitaciéon sera

superada con ayuda del Departamento de Estomatologia del Centro

Médico Naval Santiago Tavara.
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[ll. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes

Rozenfar y col. en 1997 realizaron un estudio in vitro comparando
los efectos de la albumina de huevo, leche bobina fresca, saliva
humana y un medio de cultivo celular sobre la vitalidad de fibroblastos
de piel humana cultivados. Utilizaron1l5 placas cultivadas por cada
grupo, y evaluaron el numero promedio de células en buen estado
después de 15, 45 y 90 minutos, utilizando la prueba de exclusién de
azul de tripano. El mejor resultado se obtuvo del medio de cultivo
(92,8 % en 45 minutos, 87,6 % a los 90 minutos). No se encontro
diferencia significativa entre el grupo de leche bovina y albumina de
huevo, encontrandose la mayoria de células supervivientes a los 90
minutos (67,6 % y 70,2 %, respectivamente). La saliva humana,
debido a su hipotonia, causo una disminucion de la viabilidad celular
(27,4% a 90 minutos). °

Quintana en el 2008 realizé una revision de la literatura con respecto
a los medios de almacenamiento para dientes avulsionados entre
1980 - 2007. Los mejores medios son aquellos que tienen las
siguientes caracteristicas: pH y osmolalidad fisiolégica, contenido de
nutrientes, que sean liquidos estériles y estén disponibles en el lugar
del accidente. Encontr6 que los resultados de estos estudios
muestran que la leche fresca descremada pasteurizada fue mejor que
la saliva, el agua, las soluciones para lentes de contacto y el
Gatorade®. El HBSS y el Viaspan fueron mejores que la leche, el
propdleo y el agua de coco. El Viaspan fue igual a, o mejor que, el
HBSS para preservar las células del ligamento periodontal. A pesar de
su efectividad en mantener la viabilidad celular, el Viaspan y el HBSS
son costosos y no estan disponibles rapidamente en el lugar del

accidente a diferencia de la leche.!
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Sousa y col. en el 2008 tuvieron como objetivo evaluar
microscopicamente el ligamento periodontal humano adherido a
dientes extraidos, después de una hora , utilizando como medios de
almacenamiento leche pasteurizada (grupo |), clara de huevo (grupo
II) y saliva artificial (grupo 1ll). Se realizaron cortes histologicos
coloreados con la técnica de Hematoxilina Eosina de Harris. En los
resultados no hubo diferencia estadisticamente significativa en el
nimero de células por mm? entre los tres grupos. Ademas el anélisis
cualitativo mostro resultados similares en relacion a la organizacion de
las fibras de colageno y al nimero de células en los grupos | y Il, pero
el grupo Il mostro una mayor desorganizacion de las fibras de

colageno y un menor nimero de células.’

Khademi y col. en el 2008 investigaron el efecto de la albumina de
huevo y la leche bovina como medios de almacenamiento en la
preservacion de ligamento periodontal en perros. Se realizo
tratamiento de conductos en treinta dientes de tres perros para
prevenir la posterior reabsorcion radicular inflamatoria. Los dientes
fueron extraidos de forma no traumatica y almacenados al azar en la
leche o albumina de huevo para 3, 6 y 10 horas a 4 °© C. Después de
2 meses los animales fueron sacrificados, se prepararon cortes
histolégicos de los dientes y estos fueron evaluados siguiendo el
método de Andreasen. Encontraron que los dientes almacenados en
albumina de huevo durante 6 y 10 horas tuvieron mayor indice de
regeneracion del ligamento periodontal que los tratados con leche en
el mismo periodo. El mayor indice de regeneracion y la menor
reabsorcion radicular se en encontro en los dientes mantenidos en
albumina de huevo durante 6 horas. El resultado de este estudio
muestra que la albumina de huevo es un excelente medio de
almacenamiento de hasta 10 horas teniendo en cuenta su posible

disponibilidad en la mayoria sitios de accidentes.’

Dos Santos y col. en el 2009 evaluaron el proceso de regeneraciéon

después del reimplante de dientes de rata almacenados en la leche
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en polvo reconstituida y leche entera de larga vida util. Después del
analisis por imagenes de microscopia 6ptica segun los pardmetros
establecidos los resultados de la comparacion entre ambos medios de
preservacion fueron similares entre si y pueden estar indicados como

medios de almacenamiento para dientes avulsionados.”

Mendes de Souza y col. en el 2010 evalué la eficacia de diversos
tipos de medios: Solucion salina equilibrada de Hank (HBSS), leche
descremada, leche entera, Save-A-Tooth ® HBSS, agua de coco
natural, agua de coco industrializada y agua del grifo (control
negativo) a una temperatura de 5°C durante 3, 6, 24, 72, 96 y 120
horas y utilizando el Medio esencial minimo a 37°C como control
positivo, para mantener la viabilidad de fibroblastos del ligamento
periodontal humano. En los resultados se menciona que se observo el
mayor numero de células viables para el Medio esencial minimo,
seguidos de la leche descremada y la leche entera, posterior a ellos el
agua de coco natural y HBSS. El agua de coco industrializada y el
agua de grifo fueron los peores medios de almacenamiento a partir de
las 24 y 120 horas.**

Souza y col en el 2010 realizaron un estudio con el propdsito de
comparar la eficacia de preservacion de fibroblastos del ligamento
periodontal cultivados (PDLF) de diferentes medios a distintas
temperaturas. Los medios ensayados fueron: solucién salina
equilibrada de Hank estéril (sHBSS), HBSS no estéril (nHBSS), leche
descremada, Save-A-Tooth ®, medio esencial minimo (MEM) y agua
(control negativo). MEM a 37 °C se utilizé como control positivo. PDLF
se obtuvieron a partir de dientes humanos sanos extraidos. Las
placas que contenian el ligamento periodontal humano se empaparon
en los diversos medios durante 3, 6, 24, 48y 72 horas a 37 °C y 20
°C. Después de la incubacién, la viabilidad de las células se
determiné utilizando el colorimétrico a base de sal de tetrazolio (MTT)
y el ensayo de exclusion de azul de tripano después de 6, 24, 48y 72

h de incubacion a 20 ° C. Los resultados del ensayo de MTT a 37 °Cy
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20 °C mostraron que la leche desnatada fue el mejor medio de
almacenamiento para un maximo de 24 y 48 h, respectivamente,
seguido de nHBSS y sHBSS. Los resultados de la prueba de
exclusion de azul de tripano mostraron que los mejores medios de
almacenamiento son la leche, sHBSS y nHBSS, sin diferencias
estadisticas, para cualquier periodo de tiempo. The Save-A-Tooth ®
tuvo un efecto negativo en las células después de 24 h. La influencia
de la temperatura sobre la eficacia de los medios de almacenamiento
probados mostré a 20 °C por orden decreciente de la eficacia de la
siguiente manera: la leche> sHBSS y nHBSS> MEM> Save-A-Tooth
® > agua, mientras que a 37 °C fue: MEM > nHBSS> leche> sHBSS>
Save-A-Tooth ® > agua. En conclusion, la temperatura de incubacién
altera la eficacia de los medios de almacenamiento y la leche
desnatada a 20 °C fue mejor que en HBSS que mantenimiento de la

viabilidad del ligamento periodontal humano. *

Souza y col. en el 2011 estudio la renovaciéon de la leche como
medio de almacenamiento de dientes avulsionados cada 24 horas
durante un maximo de 120 horas. Para esto realizo un estudio in vitro
para evaluar si esta renovacion es capaz de aumentar la capacidad
para mantener la viabilidad de fibroblastos de ligamento periodontal
humano, estos fueron colocados en placas de cultivo y expuestos a
Medio minimo esencial minimo (MEM) a 37°C, en leche descremada y
agua de grifo (22 pozos por cada medio), por 24, 48, 72, 96 y 120
horas a 5°C y 20°C. La leche descremada se renovO cada 24 horas
en la mitad de los pozos (11). Después de estos periodos la viabilidad
celular se determind por el colorimetro a base de sal de tetrazolio
(MTT). A las 24 horas la leche descremada y el MEM mostraron
resultados similares, sin embargo a partir de las 48 horas y en
adelante los resultados del MEM fueron significativamente mejores
gue las placas renovadas y no renovadas de leche descremada a
ambas temperaturas. La renovacién de la leche descremada no afectd
a su capacidad para mantener la viabilidad de los fibroblastos del

ligamento periodontal humano. *
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Wang y col. en el 2012 compararon leche pasteurizada descremada,
Solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) en la viabilidad y
diferenciacion osteogénica de las células madre de ligamento
periodontal humano a temperatura ambiente in vitro. Se obtuvieron
células madre de ligamento periodontal humano a partir de terceras
molares sanas extraidas y fueron expuestas a ambos medios por 1, 2
y 4 horas a temperatura ambiente. La eficacia de la leche
pasteurizada descremada sobre la viabilidad celular a las 4 horas fue
significativamente mayor que la HBSS, ademas de presentar niveles
significativamente mas altos de mineralizacion a las 2 y 4 horas. Por
lo que concluyeron que la leche descremada pasteurizada fue mas
eficaz que la HBSS en el mantenimiento de la viabilidad y potencial de
diferenciacion osteogénica de células de ligamento periodontal

humano. 3!

Udoye y col. en el 2012 hicieron una revisibn de medios de
transporte para dientes avulsionados. Mencionan que los protocolos
de dientes avulsionados no solo deben incluir el tratado de células de
ligamento periodontal sino también de pulpa dental con el fin de
mejorar el pronostico a largo plazo y la supervivencia de los dientes
reimplantados. La literatura se obtuvo utilizando PubMed / MEDLINE
hasta febrero de 2010. Se hace alusién a que aunque HBSS, ViaSpan
y medio de Eagle tienen un gran potencial para mantener las células
de ligamento periodontal humano en un estado viable después de la
avulsion, los aspectos practicos de la utilizacion de estas soluciones,
los costos y la falta de disponibilidad inmediata para el publico en
general hace que sean menos que ideales. Concluyen en que la leche
sigue siendo la solucion mas conveniente, mas barata y facilmente

disponible en la mayoria de las situaciones. *

Mahal y col. en el 2012 compararon la eficacia de propdéleo, albumina
de huevo y Solucion salina equilibrada de Hank (HBSS) en la

viabilidad de las células del ligamento periodontal humana utilizando
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un ensayo de colagenasa-dipasa. Se utilizaron 55 dientes humanos
recién extraidos divididos en tres grupos experimentales (15 por
grupo) y dos controles (5 por grupo). En los grupos experimentales se
dejaron los dientes en seco por 30 minutos y luego se sumergieron en
las sustancias durante 45 minutos en las sustancias. El control
positivo y negativo fueron dejados en seco 0 y 60 minutos
respectivamente. Posteriormente los dientes fueron tratados con
colagenasa Il y dipasa Il durante 30 minutos y se marcaron con 0,4%
de azul de tripano para la determinacién de la viabilidad. El nimero de
células viables se contaron con un hemocitometro. Se determiné que
la albumina de huevo y el propdleo pueden ser capaces de mantener
la viabilidad de las células de ligamento periodontal humano tanto

como la HBSS.%¢

Prokopowitsch y col. en el 2013 realizaron un estudio con el
propdsito de evaluar histologica y morfométricamente el ligamento
periodontal de dientes humanos extraidos, preservados en suero
fisioldgico y dos tipos de leche pasteurizada comercializada en Brasil.
En el analisis estadistico no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de solucion fisiologica y leche tipo C.
Después de 120 minutos se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las alteraciones histomorfométricas del grupo
control y los grupos de dientes que se mantuvieron en condiciones de
humedad y los secos. Dados los resultados de este estudio, la
solucion salina y la leche tipo C pueden considerarse como las formas

de conservacién mas adecuadas de los dientes avulsionados.®

Silva y col. en el 2013 evaluaron la citotoxicidad de leche de soja en
comparacién con otros medios de almacenamiento (agua de coco,
Solucion salina equilibrada de Hank y leche entera), evaluado a traves
de un andlisis de multiparamétrico empleando células de ligamento
periodontal. Las placas que contenian fibroblastos 3T3 fueron
expuestas a los diversos medios de almacenamiento durante 24

horas, a 37 ° C con 5 % de CO2, y la viabilidad celular se evalud

20



mediante un ensayo de evaluacién de multiparamétrico secuencial en
las mismas células, la actividad mitocondrial (XTT), integridad de la
membrana y la densidad celular total. Los analisis estadisticos
mostraron que la leche entera, HBSS y la leche de soja eran los
medios mas eficaces para mantener la viabilidad celular. Se observo

la menor cantidad de células viables utilizando agua de coco. **

3.2. Bases teodricas

3.2.1. Avulsién dentaria

Los traumatismos dentales son la segunda causa de atencién
odontopediatrica tras la caries, siendo resultado de impactos,
cuya fuerza agresora supera la resistencia encontrada en los
tejidos 6seo, muscular y dentario. 'La avulsién dentaria esta
dentro de la clasificacion de las lesiones traumaticas, descrita
como el completo desplazamiento del diente de su alveolo en
donde el ligamento periodontal es dafiado y se puede encontrar

fractura del alveolo. *°

Los reportes de incidencia de dientes avulsionados se
encuentran en rangos de 1 - 16% de todas las injurias
traumaticas en la denticibn permanente, con una alta

prevalencia en hombres.?

En la denticion decidua el porcentaje varia entre 7 y 21%.’
Afecta con mayor frecuencia a los incisivos centrales
superiores, en ambas denticiones, y muy raramente a los

inferiores. Por lo general, esta comprometido un solo diente.?
La edad mas comun para la denticion permanente es entre 8 y

12 afnos, el tiempo en el que la estructura del ligamento

periodontal es muy laxa debido a que estos dientes estan en
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proceso de erupcion, proporcionado minima resistencia a una

fuerza extrusiva. 2
3.2.2. Tratamiento de la avulsion dentaria

El tratamiento de la avulsion en piezas permanentes es el
reimplante, pero el porcentaje de éxito a largo plazo varia entre
el 4-70%, ya que depende de las condiciones clinicas
especificas de cada caso en particular.*®> ** Para el pronéstico

los factores criticos son:

e El periodo extraoral (Tiempo que el diente esta fuera de
boca = Tiempo en medio seco + tiempo en medio

humedo).*

¢ EI medio de almacenamiento (porque los fibroblastos al

no estar irrigados se desecan rapidamente).*

e Condicion del diente avulsionado **

e Edad del paciente **

e Desarrollo de la raiz **

El tiempo en medio seco es el factor clinico mas asociado con
el desarrollo de la anquilosis post-reimplante o reabsorcion de
reemplazo. Con el objetivo de alcanzar mejores pronosticos en
los casos de avulsion dental lo ideal seria realizar un
reimplante inmediato. Segun Tawil y Mallouf, las células del
ligamento periodontal comienzan a degenerarse 15 a 30
minutos después de la avulsion, principalmente si el diente se
mantiene de manera inadecuada. Sin embargo, aunque el

diente haya permanecido fuera de boca durante bastante
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tiempo, siempre es mejor reimplantarlo, a pesar de saber que
las posibilidades de éxito sean escasas. Esto es muy
importante en la fase de denticion mixta ya que incluso la
reimplantacion de los dientes de viabilidad cuestionable permite

restablecer la normalidad en la arcada dental y la oclusién.*

Estos dientes reimplantados suelen perderse debido a un
proceso de reabsorcion de sustitucion, pero queda la ventaja
de mantener la altura del hueso alveolar, facilitando

notablemente la sustitucion protésica. *°
3.2.3. Medios de transporte para dientes avulsionados

El factor més critico relacionado con el pronéstico desfavorable
después del reimplante parece ser el medio de
almacenamiento del diente avulsionado previo al reimplante. Es
importante que los fibroblastos del ligamento periodontal
adheridos a la raiz se mantengan humedos. Los estudios
demuestran que la cantidad de células viables del ligamento
periodontal declinan muy rapidamente con el aumento del

tiempo en medio seco.®

Si el reimplante inmediato no es posible, el adulto responsable
del nifio debera poner rapidamente el diente avulsionado en un
medio adecuado hasta la consulta de urgencia. Muchos medios
han sido sugeridos para preservar la viabilidad de las células
del ligamento periodontal (cuadro 01), pero éstos deben tener

las siguientes caracteristicas:

e pH balanceado, pues existe crecimiento celular en un pH
entre 7,2 a 7,4, pero se ha demostrado que existe viabilidad
celular por periodos largos de tiempo con un rango de pH
entre 6,6y 7,8.
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e Osmolalidad fisioldgica (concentracion molecular de todas
las particulas osmadticamente activas contenidas en una
solucién), pues se ha reportado que el crecimiento celular
ocurre en un rango de 230 - 400 mOsm/Kg, sin embargo el
crecimiento celular 6ptimo sucede en un rango de 290 a 330
mOsm/ Kg.*’

e En su composicion deben tener elementos que nutran las
células del ligamento periodontal que aun permanecen

viables.!®

e Ser liquidos estériles, pues la contaminacion bacteriana

esta relacionada con la reabsorcion inflamatoria. 8

e Estar disponibles en el lugar del accidente. *’

e Ademas debe mantenerse a una temperatura apropiada
para favorecer el Optimo crecimiento celular y la
supervivencia. Se ha visto que la reduccion de la
temperatura del medio tiene un efecto positivo en el
mantenimiento de la viabilidad de las células del ligamento

periodontal. *°

A lo largo del tiempo los investigadores han propuesto diversas
alternativas con caracteristicas cercanas a la ideal, siendo el
Viaspan y HBSS los mejores. Sin embargo, son costosos y no
estan disponibles en nuestro pais. En el cuadro N°01 se
describen las caracteristicas de diversos medios estudiados

ademas de las desventajas que presentan.
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Cuadro 01: Medios de transporte, caracteristicas fisico-quimicas, tiempo de

almacenamiento y desventajas
Fuente: Quintana 2008 *

Medio de

transporte

Agua

Saliva

Suero

fisiolégico

HBSS

Eagles

Viaspan

Gatorade®

Sol lentes de

contacto

Agua de

coco

Propéleo

Leche

Huevo

Caracteristicas fisico-

guimicas
pH Osmolalidad
(mOsm/Kg)
7.4 3-16
6,75-7,35 60 — 80
7,0 280 — 285
7,2 270 - 320
7,2-7,4 291 - 315
7.4 320
3,0 355 - 407
6,5-75 -
4,1 372
6,1-6,8 242 -313
7,6 —9,38 251 - 298

Tiempo de

almacenamient

o

20 minutos

2 horas

3 horas

1 -4 dias

1 -4 dias

1 -4 dias

contradictorio

contradictorio

45 minutos

45 minutos

3 -6 horas

6- 10 horas

Desventajas

Hipotonica
Reabsorcion radicular
Contiene bacterias

No contiene nutrientes

Costoso
No disponible en lugar del accidente
Costoso
No disponible en lugar del accidente
Costoso
No disponible en lugar del accidente
Acidez
Pocos estudios
Muerte celular por apoptosis
Pocos estudios
No disponible en el lugar del accidente
Muerte celular por necrosis
Pocos estudios
No disponible en el lugar del accidente
Pocos estudios
No disponible en el lugar del accidente
Contenido de grasa ( en algunos tipos)
Vida corta de leche pasteurizada

Pocos estudios en dientes humanos
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3.2.3.1 Leche

En 1981 Andreasen (Dinamarca), Blomlof, Lindskog vy
Hammarstrom (Suecia) fueron los primeros en reportar sobre la
viabilidad de la leche fresca descremada pasteurizada como
medio para conservar un diente avulsionado. La leche ha
demostrado ser un buen medio de almacenamiento por tener
un pH fisiologicamente compatible (6.4 — 6.8) y osmolalidad
fisiologica. Ademas, la presencia de nutrientes y factores de
crecimiento en su composicion, podrian explicar por qué
mantiene viables a las células del ligamento periodontal en un
alto rango cuando se compara con otros medios con

osmolalidad y pH similares. > 2% %

Estudios han demostrado que la leche mantiene la viabilidad
del 80% de fibroblastos después de 4 horas de
almacenamiento.??> Dependiendo del tipo de leche puede
conservar la vitalidad celular durante tres a seis horas, tiempo
suficiente para que el paciente llegue a la consulta y se le
realice el reimplante. > Sin embargo, sélo previene la muerte
celular, pero no restituye la forma ni restablece la capacidad

mitotica de las células.'? **2*

13, 20, 21, 25 seria un

Si la leche no tuviera contenido de lipidos
excepcional medio. Existe evidencia de que la leche con un
bajo contenido de grasa puede ser mas apropiada en mantener
la viabilidad celular que la leche con un mayor contenido de

grasa. > %

En las condiciones en que se produce un traumatismo dentario
es una de los mejores medios de transporte, porque es facil de
conseguir y es un liquido estéril debido a la pasteurizacion
para la leche evaporada y ultra high temperatura (UHT) para la

leche en envases tetrapak.®
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La leche pasteurizada es de corta vida y requiere refrigeracion.
Por este motivo, se ha investigado la eficacia de la leche de
larga vida util (UHT) como medio de almacenamiento ya que
tiene las mismas ventajas de la leche pasteurizada regular y no
requiere  condiciones de almacenamiento especiales
(capacidad de almacenamiento de hasta 6 meses sin la
necesidad de refrigeracion), ademas en otros paises suele
estar disponible en colegios, gimnasios y en campos deportivos

donde las avulsiones ocurren con mas frecuencia.> %!

También se ha investigado la leche de férmula como medio de
almacenamiento, la cual ha mostrado ser significativamente
mejor que la leche pasteurizada. Esto puede deberse a que
posee factores nutricionales adicionales y se perfila como un
mejor medio porgue no requiere un almacenaje especial y tiene
una larga vida util de 18 meses, siendo un medio mas efectivo

para dientes avulsionados por al menos 4 horas.?

En cuanto a la temperatura, algunos autores aconsejan
conservar el diente avulsionado en leche a temperatura
ambiente (20°C) y otros proponen leche fria (4°C) para

mantener la capacidad clonogénica celular. *% ?°

Estudios indican que a nivel celular el almacenamiento en leche
es similar a la solucion de Hank’s, siempre que el periodo en
seco no exceda de treinta minutos.* Por tanto, la leche es un
muy buen medio de almacenamiento a corto plazo, si se coloca
el diente en ella como maximo media hora después del trauma.
13.17. 27 5j |3 leche no estuviera disponible inmediatamente, una
combinacion de un breve almacenaje en saliva con
subsiguiente almacenaje en leche es mejor que almacenarlo

solo en saliva.'® %8
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Cuadro N°02: Clasificacion de leche, caracteristicas fisico — quimicas y

tiempo de almacenamiento

Clasificacion de la leche Caracteristicas fisico- Tiempo de
por el contenido de guimicas Almacenamien
grasay el proceso de Osmolalidad to
higienizacién o (mOsm/Kg) (horas)
Leche fresca descremada 6,4-6,8 242 - 278 3-6
Leche fresca 6,68 —
semidescremada 6,75 277 3
Leche fresca entera 6,6 —
pasteurizada 6,72 273 =277 Yo —4
Leche UHT descremada 6,4-6,8 267-278 1-6
Leche UHT entera 6,7 270 1-4
Leche en polvo 6,5 292 1
Enfamil ® 6,6 323 4
Similac ® 6,3 294 2
Leche evaporada entera 6,1 313 1

Fuente: Quintana 2008 *
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3.2.3.2. Huevo de gallina

El huevo de gallina constituye uno de los alimentos mas
abundantes y comunes de la dieta humana, es el alimento que
contiene las proteinas mas completas y de mayor valor

bioldgico.

La clara supone el 57% del peso total estd formada
fundamentalmente por agua (86%) y proteinas de alto valor
bioldgico y la yema constituye 31% del peso total es rica en
grasa saturada, colesterol y otros componentes grasos como

lecitina.

e Yemade huevo

La yema de huevo ademéas de contener mas calorias que la
clara, contiene mas minerales, entre éstos, hierro, calcio,
fésforo y sulfuro. También posee una cantidad importante de
vitaminas como tiamina y riboflavina y la totalidad del colesterol

del huevo se concentra en ésta.

Lo mas destacable es que predominan los acidos grasos
insaturados (esta presente el acido graso esencial linolénico)
sobre los saturados. Una relacion saludable para nuestro
sistema cardiovascular a pesar de que su contenido de
colesterol sea elevado, de 500 miligramos por cada 100
gramos. La yema contiene, ademas, lecitina o fosfatidilcolina y
otros fosfolipidos; grasas que contienen fosforo, con
interesantes propiedades para la salud. Lo cierto es que el
huevo es la mejor fuente dietética de colina. Este compuesto

participa en multiples reacciones metabdlicas, esta presente en
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las membranas celulares y en un neurotransmisor denominado
acetilcolina. En humanos se han detectado carencias de colina
que se asocian a alteraciones hepaticas, de crecimiento,
infertilidad, hipertension, pérdida de memoria e incluso a mayor
riesgo de cancer. Por ello recientemente los expertos han
establecido la recomendacion para adultos de una ingesta
diaria de 550 y 425 miligramos de colina al dia en hombres y
mujeres respectivamente, y cantidades aun mayores durante el
embarazo y la lactancia. Un huevo grande contiene mas de la
mitad de la cantidad diaria recomendada de colina. *

Ademas es fuente de vitamina E, selenio, zinc y carotenoides
(pigmentos que dan a la yema su color caracteristico) como la
luteina y la zeaxantina. Bajo estudios cientificos se ha
demostrado que los mencionados carotenoides contribuyen a
reducir el riesgo de aparicion o la progresion de cataratas.
Respecto de la luteina, se ha constatado que también ejerce
acciones beneficiosas en la prevencién de los trastornos

cardiovasculares. °

e Clarade huevo

La clara estd compuesta 88% agua, 11% proteinas, 1%
carbohidratos y 0.5% minerales. Béasicamente se trata de una
solucion de proteinas globulares que contienen fibras de

ovomucina:

v' Ovoalbumina: La principal proteina de la clara del
huevo, mas de la mitad del total, es la ovoalbumina. Esta
proteina (o grupo de moléculas protéicas estrechamente
relacionadas) se desnaturaliza facilmente por el calor,
una caracteristica de interés cuando los huevos se
utilizan en la preparacion de alimentos. Es llamada

fosfoglucoproteina integrada por tres fracciones, Al, A2
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y A3, en una proporcion de 85:12:3, respectivamente,
que se diferencian por su contenido en fosforo. Es rica

en cisteina y metionina y presenta grupos sulfhidrilos. *

Conalbumina: Otra proteina que suma alrededor del
14% del total de las proteinas en la clara de huevo y
también se coagula por el calor. Es una proteina no
fosforilada formada por dos cadenas polipéptidicas. No
presenta grupos sulfhidrilo pero es rica en enlaces
disulfuro. Contiene restos de manosa y glucosamina.
Tiene gran poder quelante de metales, en especial el
hierro, y en este caso se vuelven mas termorresistentes.
La capacidad secuestrante del hierro le confiere
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. *

Ovomucoide: Una tercera proteina, el ovomucoide
representa el 12% del total, no se coagula con el calor.
Es una glucoproteina rica en glucosamina (14%) y
aminoacidos azufrados (12%). Presenta manosa,
galactosa y &cido neuraminico. Es rica en enlaces

disulfuro. Es un factor antitripsina y alergénico. *

Lisozima: Ademés la clara de huevo contiene
aproximadamente un 7 % de globulinas, incluyendo la
lisozima, una proteina interesante ya que disuelve las
paredes celulares de ciertas bacterias, en especial los

mucopolisacaridos de los microbios Gram positivos. *

Debido a que algunos medios de almacenamiento

estudiados no se encuentran disponibles en el lugar del

accidente, se ha visto la necesidad de probar otras opciones

de mayor acceso. Se ha propuesto a la albumina de huevo

como medio de almacenamiento, ya que por su alto

contenido de proteinas, vitaminas, agua y la ausencia de
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contaminacion microbiana asi como su facil acceso, parece

ser una buena opcion.” °

Se ha comparado la capacidad de la albumina de huevo
para preservar fibroblastos humanos con diferentes medios,
encontrando resultados similares cuando se le compar6 con
la leche bovina.® Esto puede ser debido a su osmolalidad
de 251 — 298 mOsm/Kg, por lo que se concluye en que la
albumina del huevo es un medio favorable por mas de 10
horas y deberia ser considerado por estar disponible en el

lugar del accidente.’

Velasco-Bohérquez * midié el pH de la clara de huevo, en
huevos frescos encontr6 un pH de 7,6 y llegando a
alcanzar un valor de 9,38 en especimenes de mayor tiempo.
Ademas registré6 un aumento en la reabsorcion de la raiz de
incisivos almacenados durante 2 horas en clara de huevo y
reimplantados en ratas. Esto lo atribuye al pH alto que
puede alcanzar sumado a la gran cantidad de proteinas que
podrian actuar como un cuerpo extrafio. Cabe mencionar
que la capacidad de la clara de huevo de mantener la
vitalidad celular estaria relacionado con la cascara, la
camara de aire, la clara y la yema del huevo a utilizar,
ademas de los factores asociados de las aves progenitoras
como la edad, el cuidado que reciben, su metabolismo,
enfermedades adquiridas y la aplicacion de vacunas;
sumados a los factores ambientales como la temperatura,
humedad relativa del aire y el almacenamiento que también

influyen en la calidad de los huevos.*

3.2.4. Ligamento periodontal

El Ligamento Periodontal Humano es una delgada capa

de tejido conectivo fibroso, que une por medio de sus fibras al
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elemento dentario al hueso alveolar que lo aloja. Sus fibras
principales se insertan por un lado, en el cemento y por el otro,

en la lamina cribosa del hueso alveolar.

Las funciones primordiales del ligamento periodontal son:

¢ Mantener al diente suspendido en su alvéolo.

e Soportar y resistir las fuerzas empleadas durante la

masticacion.

e Actuar como receptor sensorial propioceptivo, funcion
necesaria para lograr el control posicional de la

mandibula y una correcta oclusion.

Ademas de fijar el diente al hueso alveolar, el Ligamento
Periodontal tiene la funcion de soportar las fuerzas de la
masticacion. Por este motivo, las fibras que lo forman
(colagenas) se parecen mucho a una cuerda retorcida, en la
cual las hebras individuales pueden ser remodeladas de modo
continuo sin que la fibra en si pierda su arquitectura y funcion.
Estas fibras por lo general, se disponen oblicuamente entre el

hueso y el cemento. %
El cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar
constituyen el aparato de sostén o periodonto de insercion.

Toda esta estructura estd protegida por el denominado

periodonto de protecciéon que comprende dos regiones:

e La encia que rodea al cuello dentario.

e La union dento-gingival que une la encia a la pieza

dentaria.
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Estas estructuras aislan al periodonto de insercion del medio
séptico bucal. El Ligamento, al continuarse con el tejido pulpar
y con el tejido conectivo de la encia y el de la unidon dento-
gingival, forma un conjunto estructural y funcional y, por tanto,

un solo sistema biologico.

Clinicamente, esta relacion es muy importante pues las
infecciones que se producen aisladamente en cualquier lugar,
pueden conectarse entre si y extenderse a otras zonas, lo que

constituye las lesiones denominadas endo-periodénticas. %°

El Ligamento periodontal varia notablemente de un individuo a
otro, entre los distintos elementos dentarios, y aun en las
diferentes zonas de un mismo diente. Se acepta que su
espesor oscila entre los 0,10 y 0,38 mm. El espesor disminuye
con la edad (ancho promedio de 0,20mm en individuos jovenes
y de 0,15mm en personas > 50 afios) y aumenta con la funcion
masticatoria: mas ancho en dientes funcionales y mas delgado
en dientes disfuncionales o retenidos. El ancho es mayor en el

extremo apical y cervical y menor en la parte central. 2°
3.2.4.1. Componentes estructurales

Como todo tejido conectivo denso, esta constituido por células,
fibras y sustancia fundamental amorfa. Ademas posee vasos y

nervios. %°
3.2.4.1.1. Células:

Los elementos celulares que lo forman son muy
heterogéneos, aunque predominan los fibroblastos que
representan el 20% del total. Desde el punto de vista

funcional podemos distinguir los siguientes tipos de células:
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e Células formadoras: fibroblastos, osteoblastos y

cementoblastos.

e Células defensivas: macréfagos, mastocitos vy

eosinofilos

e Células epiteliales de Malassez

e Células madres ectomesenquimaticas

Estas células tienen un papel funcional tan importante
como el de los componentes fibrilares que constituyen el

tejido. 2°

Fibroblastos:

Son las células que producen la sustancia que conforma
el tejido conectivo, incluyendo el colageno, los
proteoglicanos y la elastina. La importancia de este tipo
celular, ademés de a su elevado porcentaje, se debe al
alto grado de recambio que experimenta el tejido
periodontal pues los haces de colageno que lo forman
son remodelados, removidos y remplazados de modo

constante. ?°

Se ha comprobado que existe un equilibrio fisioldgico
entre la elaboracion y degradacion de los componentes
para conservar la estructura normal del ligamento
periodontal. Hayflick y Moorhead en 1961 determinaron
que los fibroblastos en cultivo crecen a un ritmo
constante de divisiones mitéticas, pero con el tiempo se
reduce el ritmo de divisiones y cesa completamente tras
un rango de 45 — 55 divisiones (“limite de Hayflick”). Es

35



decir el equilibrio suele alterarse con la edad, aunque el
fibroblasto conserva un alto grado de actividad aun en
individuos adultos. El ciclo de renovacion del fibroblasto
periodontal es de 45 dias y la tasa promedio de

fibroblastos que se renuevan por dia es del 2 %.%

Los fibroblastos del ligamento periodontal son,
basicamente, similares a los del resto del organismo. Al
microscopio 6ptico (figura 01) un fibroblasto aparece
fusiforme, con extensiones citoplasmaticas ligeramente
eosindfilas. El ndcleo, eliptico, grande, presenta

cromatina laxa y dos o cuatro nucléolos evidentes. ?°

Figura N° 01: fibroblasto observado

en microscopio 6ptico *°

Los fibroblastos se disponen paralelos a los haces de
fiboras y en apariencia, sus prolongaciones envuelven a
las mismas. Su adherencia a las fibras se debe a la
presencia de una glicoproteina: la fibronectina. Esta
disposicion permite que durante los movimientos
fisiol6gicos del diente u ortoddncicos, los fibroblastos

remodelen los haces de fibras coldgenas del ligamento.
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Ademas la fibronectina guia el desplazamiento celular
fibroblastico durante la erupcién. %

3.2.4.1.1. Fibras

En el ligamento periodontal se encuentran distintos tipos de
fibras: colagenas, reticulares, elasticas, oxitalanicas y de

elaunina. ?°

Fibras colagenas:

Las fibras colagenas representan la mayor parte del
componente fibrilar. Las fibras estan constituidas por
colageno tipo | (la mas abundante), tipo Il y tipo V. Al
margen de las fibras, en el Ligamento Periodontal se ha
detectado también colageno tipo IV en las membranas
basales que rodean a las terminaciones nerviosas, los
vasos y los restos de Malassez y colageno tipo VI en la
matriz extracelular. El colageno tipo Xll, que se describe
en los tejidos conjuntivos densos (ricos en colageno tipo
), ha sido identificado también en el ligamento
periodontal después de la erupcibn dentaria. La
interaccion entre la colagena tipo Xll y los proteoglicanos
parecen jugar un papel importante en la organizacién
final de este tipo de tejidos en la organizacion final de

este tipo de tejidos. *°

Las moléculas de colageno (trropocolageno) que forman
las fibras se agregan entre si apenas son secretadas,
constituyendo las microfibrillas del colageno que poseen
una estriacidbn transversal caracteristica (con una
periodicidad de 64 nm). Las microfibrillas se agrupan en

fibras, las cuales en el ligamento periodontal se
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disponen en haces definidos y presentan diferente

orientacion segun las zonas del ligamento.

Cada fibra se parece a una cuerda retorcida y sigue un
recorrido ondulado (la fibra es flexible aunque muy
resistente a la traccion). Ello permite cierto grado de
movimiento al diente, pero, a la vez, por su gran
resistencia a la tension, opone una firme resistencia a
movimientos de mayor intensidad. Las microfibrillas
individuales pueden ser remodeladas de forma continua,
en cualquier trecho de su recorrido, mientras que la fibra
mantiene su arquitectura y funcion intactas. De esta
manera los haces se adaptan a las continuas fuerzas
que se aplican sobre ellos. ?°A estos grupos de fibras
con direccion definida se les denomina fibras principales
(figura 02). Existen también fibras secundarias,

dispuestas desordenadamente entre las principales. %°

Figura N°02: grupos de fibras principales *
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Cuando el ligamento es observado en corte transversal,
se pone en evidencia que las fibras principales no
recorren el trayecto mas corto entre cemento y hueso,
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sino que se insertan después de un recorrido hacia la
izquierda o hacia la derecha, sorteando los vasos
sanguineos proximos al tejido 6seo. Por este motivo las
fiboras se entrecruzan cerca del cemento y lejos del
hueso alveolar. Esta disposicion, de aspecto en rueda de
carro, es de gran importancia para la resistencia de

fuerzas rotacionales. %°

3.3. Hipotesis

% Ho: No existe diferencia significativa entre la capacidad de

preservacion ligamento periodontal humano de la Clara de

huevo y Leche UHT descremada.

% Ha: Existe diferencia significativa entre la capacidad de

preservacion ligamento periodontal humano de la Clara de

huevo y Leche UHT descremada

3.4. Operacionalizacion de variables

Variables independientes

Medios de preservacion

Variables dependientes:

Focos de necrosis
Fibras colagenas organizadas

Numero de fibroblastos preservados
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Cuadro N°03: Operacionalizacion de variables

Variable

Medios de
preservacion
de ligamento

periodontal

Focos de

Necrosis

Porcentaje de
Fibras
colagenas
organizadas

por campo

NUmero
fibroblastos
preservados

por campo

Definicion conceptual

Sustancia que contiene
nutrientes y condiciones
necesarios para
preservar células,
ademas de brindar las
condiciones necesarias

para transportar tejidos.

Zonas donde se observa

degeneracion celular

Fibras colagenas que
siguen una misma
direccion, del total de
ligamento periodontal
humano visualizado en

un campo.

Células que producen la
sustancia que conforma
el tejido conectivo del
ligamento periodontal
humano, que presentan

caracteristicas normales

Indicador Escala Categorias
Clara de
) Huevo
Sustancia con _
o Nominal
condiciones
Leche UHT
adecuadas
descremada
Formol 10%
Presencia de uno Presente
o mas focos de  Nominal
necrosis por Ausente
campo (400X)
Porcentaje del
ligamento
periodontal Discreta 0 —100%
humano
observado en un
campo (400X)
NUumero de
fibroblastos con 0 a mas
caracteristicas  Discreta células por
normales por campo

campo (400X)
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IV. METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion fue realizada con un disefio experimental, in

vitro, prospectivo y transversal.

4.2. Poblacion y muestra

4.2.1. Poblacién

La poblacion estuvo conformada por dientes extraidos de
pacientes que acudan al servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial

del “Centro Medico Naval Santiago Tavara”.

4.2.2. Muestra

4.2.2.1. Seleccidn de la muestra

La técnica de muestreo fue no probabilistica por
conveniencia y estuvo conformada por 30 dientes
humanos, premolares y terceras molares superiores e

inferiores que cumplieron con los siguientes criterios:

a. Criterios de inclusiéon

e Pertenecientes a pacientes sanos cuyas edades
oscilaban entre los 13 y 25 afios.

e Extraidos por indicacion del servicio de ortodoncia

e La extraccion debe ser realizada mediante: luxacion
por elevador y avulsién por férceps / luxacion y

avulsion por forceps)
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Al momento de la exodoncia no se debe producir

ruptura de tablas 6seas o fracturas radiculares.

b. Criterios de exclusién

e Presencia de lesiones cavitadas que comprometan
dentina.

e Presencia lesiones pulpares

e Presencia de restauraciones extensas u aditamentos
protésicos fijos

e Dientes con tratamiento de conductos.

e Presencia de bolsas periodontales (profundidad de

sondaje mayor a 3mm).

4.2.2.2. Unidad de muestra

Diente extraido

4.2.2.3. Unidad de andlisis

e Ligamento periodontal de diente extraido

4.3. Procedimientos y técnicas

Inmediatamente después de la extraccion, los 30 dientes fueron

lavados con solucion salina y asignados de manera aleatoria vy

equitativa codificandolos con dos digitos del 01 al 30 en 3 grupos:

e Grupo I: Clara de huevo con una temperatura inicial entre 4 - 10
°C.

e Grupo Il: Leche UHT descremada con una temperatura inicial
entre 4 - 10 °C.
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e Grupo llI: formol al 10% (control).

En los grupos | y I, los dientes fueron colocados en las soluciones
correspondientes por 60 minutos y luego sumergidos en formol al
10%. En el grupo Il los dientes fueron colocados inmediatamente en
formol al 10%. Posteriormente las muestras fueron llevadas al
laboratorio donde se procesaron utilizando la técnica de
descalcificacion con acido nitrico al 5%. Se realizaron cortes
histolégicos longitudinales de 4um de espesor y fueron coloreados

empleando la técnica de hematoxilina de Harris y eosina a 1%.

Fig. N°03: Metodologia

formol al 10%. Cortes histologicos

~/,
e

60 minutos
£ — Formol
i oo i 10%
‘ ==
_5‘:’7( leche UHT
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clara
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huevo

Luxacidn con elevador
y avulsién por férceps /
Luxaciény avulsién por

Las muestras seran

evaluadas mediante
| | microscopia dpticaa
Evaluacionde 3 aumento de 400x
campos (1 por cada

tercio)

forceps

Las muestras fueron evaluadas mediante microscopia Optica a
aumento de  400x. Se tomaron microfotografias utilizando un
microscopio trinocular con sistema Optico plan acromatico de
correccion al infinito (10S), Marca Alpha Optics Modelo N-800M
Triplan y una Céamara digital de 9mp modelo HDCE-90D marca

Alphaoptics para unificar los campos. Se tomaron tres campos por
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muestra de las zonas cervical, media y apical de la raiz para evaluar

las variables antes mencionadas:

Focos de necrosis:

Se evalud la presencia o ausencia de focos de necrosis,

asignando dos posibilidades:

v' Ausentes: si no se visualiza ningin foco de necrosis en
el campo evaluado

v Presentes: si se visualiza 1 o mas focos de necrosis.

Porcentaje de fibras coladgenas organizadas por campo:

Se contabilizo el porcentaje de ligamento periodontal que
presentaba fibras  organizadas, considerando  como
organizacion que las fibras tengan una forma caracteristica y

sigan una misma orientacion.

NUumero de fibroblastos preservados por campo:

Se contabilizo el numero de fibroblastos que presentaran

caracteristicas normales (célula estrellada de citoplasma

basdfilo).

4.4. Procesamiento de datos

Los datos obtenidos de los 90 campos observados se registraron en

el instrumento de recoleccion de datos (anexo 1), posteriormente

fueron procesados utilizando el paquete estadistico SPSS 20 version

en espafol.
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4 5. Anélisis de resultados

Los resultados de la variable focos de necrosis se analizaron
mediante tablas de contingencia y la prueba estadistica de chi
cuadrado para evaluar si existe relacion con la variable medio

de preservacion.

Los resultados de la variable porcentaje de fibras colagenas
organizadas por campo se analizaron mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para establecer el tipo de distribucion de
los datos. El resultado de la prueba (p < 0.05) mostré que los
datos no seguian una distribucion normal por lo que se decide

utilizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Los resultados de la variable numero de fibroblastos
preservados por campo se analizaron mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para establecer el tipo de distribucion de
los datos. El resultado de la prueba (p < 0.05) mostré que los
datos no seguian una distribucion normal por lo que se decide
utilizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y a modo de
prueba post hoc U de Mann-Whitney por pares.

Todas las pruebas estadisticas se utilizaron con un nivel de

significancia de 0.05. Los resultados fueron presentados mediante

tablas y gréficos.
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V. RESULTADOS:
5.1. Descripcion de cortes histolégicos
5.1.1. GRUPO |
Se observa regular cantidad de fibroblastos conservados, zonas de
necrosis, y moderada alteracion en la disposicion de las fibras

colagenas en zonas localizadas.

Fig. N°04: Microfotografia a 400x de aumento. Coloracion HE. Diente

extraido y conservado en clara de huevo
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5.1.2. GRUPO Il
Se observa gran cantidad de fibroblastos conservados, escasa zonas
de necrosis, y marcada conservacion en la disposicion de las fibras

colagenas.

Fig. N°05: Microfotografia a 400x de aumento. Coloracion HE. Diente

conservado en leche.
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5.1.3. GRUPO 1lI

Se observa escasos fibroblastos conservados, zonas de necrosis, y
alteracion en la disposicion de las fibras colagenas.

Fig. N°06: Microfotografia a 400x de aumento. Coloracién HE. Caso

control.
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5.2. Resultados estadisticos

5.2.1. Focos de Necrosis

En el GRUPO | observamos que en el 66.7% de los campos (20)
presentaron focos de necrosis, en el GRUPO Il se presentaron en
el 50% de los campos (15). En tanto el GRUPO lll se presentaron
focos de necrosis en el 46.7% de los campos (14). En el gréfico
N°1 observamos la comparacién entre los focos de necrosis

presentes y ausentes por grupo.

Gréafico N° 01: focos de necrosis

20 10 15 15 14 16

GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il

» focos de necrosis » focos de necrosis

Se aplic la prueba estadistica de Chi-cuadrado donde se obtuvo
un nivel de significancia de 0.249, lo que significa que no existe
relacion entre la variable medio de preservacién y la variable focos

de necrosis.
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Tabla N°1: Prueba de Chi cuadrado para Focos de necrosis

Focos de necrosis

Total
presentes | ausentes
Medios de GRUPO | 20 10 30
preservacionde  GRUPO I 15 15 30
ligamento
periodontal GRUPO 1l 14 16 30
Total 49 41 90
Chi-cuadrado: 2.778 p=0.249

5.2.2. Porcentaje de fibras coldgenas organizadas por campo

Se observa que en el GRUPO | el 32.67% de las fibras colagenas

se encuentran organizadas, mientras que en el GRUPO Il se

observa un 33%. En cuanto al GRUPO Il lo observamos en un

promedio de 38.53% del campo (grafico N°2).

Grafico N° 02: Medias de porcentaje de fibras colagenas

[VALOR]%

GRUPO |

organizadas por campo

[VALOR]%

GRUPO Il

[VALOR]%

GRUPOIII
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Se aplico la prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis
para la comparacion de medias y se encontr6 un nivel de
significancia de 0.512 lo que indica que no existe diferencia

significativa entre los tres grupos.

Tabla N°2: Prueba de Kruskal-Wallis para porcentaje de fibras

colagenas organizadas por campo

Medios de
preservacion de N Media
Iigamento periodontal
Porcentaje de fibras GRUPO | 30 | 32.67
coladgenas GRUPO I 30 |33.00
organizadas por GRUPO Il 30 | 38.53
campo (%) Total 90
Chi-cuadrado: 1.339 p=0.512

5.2.3. Numero de fibroblastos preservados por campo

En el GRUPO | se encontr6 una media de 94.67 fibroblastos por
campo, en el GRUPO Il encontramos una media de 98.67,
mientras que en el GRUPO III la media registrada fue de 123.73
fibroblastos por campo. Los resultados de las medias se expresan

en el Grafico N° 3.
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Grafico N° 03: Comparacion de medias de Numero de fibroblastos

preservados por campo

94.67 98.67 123.73

GRUPO | GRUPOII GRUPO Il

la prueba estadistica prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal-Wallis para la comparacion de medias y se encontr6 un
nivel de significancia de 0.001 (Tabla N° 3), lo que indica que
existe diferencia significativa entre por lo menos dos de los grupos,
por lo cual se aplica a modo prueba post hoc de U de Mann-

Whitney por pares.

Tabla N°3: Prueba de Kruskal-Wallis para Numero de fibroblastos

preservados por campo

Met_jlos de preservacion N Media
de ligamento periodontal
NiUmero de GRUPO | 30 94.67
fibroblastos GRUPO I 30 98.67
preservados GRUPO 1l 30 123.73
por campo Total 90
Chi-cuadrado: 14.876 p=0.001
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Se determinéd que existe diferencia significativa entre el GRUPO Il
y los GRUPOS | y Il, mas no existe diferencia significativa entre el
GRUPO |y el GRUPO I, como se observa en la tabla N°04.

Tabla N°04: Prueba U de Mann-Whitney por pares para variable
Numero de fibroblastos preservados por campo

Comparacion Significancia Interpretacion
GRUPO | X GRUPO I 0.450 ND
GRUPO I X GRUPO llI 0.000 D
GRUPO Il X GRUPO i 0.003 D

Nivel de significancia: 0.05 ND: no existe diferencia
D: existe diferencia significativa
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VI. DISCUSION

La avulsion dentaria, consecuencia de un trauma dentoalveolar, es
uno de los problemas que causan mayor preocupacion para los
padres y nifios, especialmente cuando los dientes que estan
implicados son permanentes. Los autores son unanimes en afirmar
gue en caso de avulsion dental se debe realizar reimplante en el

menor tiempo posible, aunque las condiciones no fueran ideales.

Andreasen (1981) considera que los procedimientos experimentales
gue emplean extracciones no estan directamente relacionados con el
trauma por avulsion, ya que el ligamento periodontal sufre mas dafios
durante la extraccién que después de la avulsion.®” Este estudio se
realizd6 con dientes extraidos por indicaciones de ortodoncia para
evaluar el aspecto microscopico del ligamento periodontal humano
almacenado en dos medios de transporte. Sousa realizo un estudio
con metodologia similar a la de este estudio, especifica que para
evaluar los dafios causados por la extraccion se utilizan los dientes
extraidos e inmediatamente colocados en formol al 10% (Grupo 111). °.
La alternativa para el estudio de células de ligamento periodontal
humano aceptado es el cultivo de fibroblastos de piel humana in vitro,
ya que presentan similitudes metabdlicas y morfoldégicas con los

fibroblastos de ligamento periodontal. 8

Sousa y col.® describieron que a pesar de la falta de diferencias
estadisticamente significativas en el numero de fibroblastos entre el
grupo de leche bovina y el de clara de huevo, microscopicamente
habia grandes areas de desorganizacion de los haces de fibras de
colageno en el segundo. Resultados similares se dieron en el
presente estudio ya que a pesar de no encontrar diferencia
significativa entre ambos grupos en cuanto al numero de fibroblastos y
al porcentaje de fibras organizadas, se observé una mejor
organizacion en el ligamento periodontal preservado en leche UHT

descremada.
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Lekic y col. ** en un estudio con metodologia similar no encontraron
diferencia estadisticamente significativa entre el nimero de células de
ligamento periodontal preservado en leche por 2 horas y el control
(formol 10%). En el presente estudio las muestras fueron mantenidas
por 1 hora antes de ser fijjados con formol al 10%, ademas si se
encontré diferencia significativa entre el numero de fibroblastos
preservados entre el grupo preservado en leche UHT descremada y
el grupo control. Con respecto a esta diferencia Blomlo y col. %
mencionan que el tiempo no influye en la cantidad de células de
ligamento periodontal en monos ni humanos hasta 6 horas después

de almacenados en leche bovina.

En el estudio in vitro de Rozenfar y col.  no encontraron diferencia
significativa entre la cantidad de células preservadas por albumina de
huevo y leche bovina en los tres periodos de tiempo evaluados (15, 45
y 90 minutos), ademas encontraron un promedio de 74 y 80.2
respectivamente a los 45 minutos. En el presente estudio evaluado a
los 60 minutos de almacenamiento se encontré un promedio de 94.67
fibroblastos preservados en clara de huevo y 98.67 en leche UHT
descremada. La diferencia en la cantidad de fibroblasto entre ambos
estudios puede deberse a que en el primero los fibroblastos de piel
humana fueron cultivados en cantidades similares en ambos medios
y en este estudio no se pudo unificar la cantidad de ligamento
expuesto a ambos medios, ya que controlar las variables dentro de
una extraccion dentaria para obtener cantidades iguales de ligamento

en todas las muestras es complicado.
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VII.  CONCLUSIONES

No existe diferencia estadisticamente significativa en la preservacion de
ligamento periodontal humano entre la utilizacién de ambos medios de
preservacion. A pesar de esto cualitativamente se encontré una mejor
preservacion del ligamento periodontal humano en las muestras

preservadas en leche UHT descremada.

Existe mayor cantidad de focos de necrosis en las muestras preservadas
en Clara de huevo (20) que en las preservadas en Leche UHT
descremada (15) a pesar que la prueba estadistica no registra una

relacion entre las variables medio de preservacién y focos de necrosis.

No existe diferencia significativa en el porcentaje de fibras colagenas
preservadas en Clara de huevo (32. 67%) y Leche UHT descremada
(33%)

No existe diferencia significativa entre el nimero de fibroblastos de

ligamento periodontal humano preservado en Clara de Huevo (94.67) y

el preservado en Leche UHT descremada (98.67).
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VIll. RECOMENDACIONES

Si no se realiza el reimplante inmediato, y no encontramos leche UHT
descremada en el lugar del accidente para transportar el diente
avulsionado, podriamos recomendar el uso de clara de huevo como una
buena alternativa para el transporte de dientes avulsionados por la

mayor disponibilidad en el lugar del accidente en nuestro pais.

La tendencia actual en el mundo es actuar preventivamente, de tal
manera que el odontdlogo esta llamado a identificar factores de riesgo
potenciales para un trauma en nifios, e informar a los padres como

actuar en el momento en que se presente el accidente.
Se recomienda masificar la informacién sobre las primeras acciones ante

una avulsion dentaria a la poblacion general ya que el desconocimiento

en nuestro pais aun es muy grande.
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IV.ANEXOS

Anexo 01: Hoja informativa del proyecto

Haojs Informatlva — comparaclion hlB'DEﬂ_lGB. de ||E3I'I1Elﬂ'l:l periodontal humano preseryado en clara
de husvo ¥ leche descremada

Ezpllcacliin del Esfudio

Introducclian

Lo eslamas Invitando @ paniclpar en un provecio de Inwesligacion lamado “COMPARACION
HISTOLOGICA DE LIGAMENTO PERICDONTAL HUMANDS PRE 3ERVADD EW CLARA DE HUEVD Y
LECHE DERCREMADA * 3 rezllzarse en &l mes de agosio aqul en & Centro Medico Maval. Puede
pariiclpar 51 desea, pere no tene gue senfirse obllgado 3 hacero. En este documento le explicamas par
que &2 esta realizande este estudia, en qué conslebe v &1 2513 Imteresado, como  puede participar de
forma voluntarla en el mismo. Este proyecto esta skendo reallizado por una Imvestigadora de la

FACULTAD DE ODONTCLOGIA g2 13 UNIVERSIDAD MACICHAL MAYOR DE SAN MARCOS en Lima.

Propdaito

La 3vulshan 25 una de a8 farmas mas severas de trauma denial en 13 cual el diente sake en sy totalidad
del huesa alveolar. Esba coume por lo general en nifios v no 8410 r3e problemas estelicos, sing Tondtcos,
de masficaclén & Incluso de espacic para I2s plezas pemmanenies. Por esta razdn, es Importante
recuperar el dienie avulsionaco para que pueds s2r reimplantado InmediaEamente y 851 6 restanlezea |
suministra natural de2 nuirlenies & 136 c&dulzs del ligamento pefiodontal (igflde que une &l dients al hueso),
I35 cuzles son 135 reeponsanles del exio del relmplant2. Sin embargo, en muchos C3508 e5o no es
posible v, por lo tanto, 2l diente avulsionado debe ser almacenado &n un medio capaz de presendar 3
wiablikdad de 135 células del ligamento pericdontal hasta que s pusda reslizar el tratamisnto dental
definitivo. El objstive de eefe estudlo es comparar dos mediee de ifransporte para disntes
avulalonados

En gue conglste su partlcipacian

Wamos 3 Invltar 3 todas 138 personas 53an3s entre las edades de 13 y 25 aflos que tengan Indicada por
al garviclo de Criodoncla UNE o Mas exoBanclas simples de pramolares y terceras molares 5anas. Les
preguntaremas 51 desean pariiclpar en 13 shgulents aciividad:

4 Donar el dients ya extraldo

Humera de parflcipantss
Egte estudio Inclulra Nasta 30 paclentes

Rlgagoa
Zl estudio no Inwalucra ningln resgo para su salud ya que salo consta en donar wun Sproducio de

desecha” de su iratamilenta ya Indicada par un espacialista.

Daracho 8 renwser 3 participar o 8 retirarse

Daficlpar en este estudio 88 una daclsldn que depende adlo de usled v puede sleglr participar o na
Mo afecta el gue Ud, peeda acudir 3 atenderse en 138 postas ¥ hasplales d2l minksterka de salud, as!
coma reclbir 125 visitas de elos em 5w c3sa. =) declde paniclpar, s2ra aproximadamente hasta Agosio
del 2014.

Praguntas
Sl tene akguna pregunta, por favor comunicarse con 13 Kisthal Rodrigeez Hinashita, teléfono: B95522625
5l desed hablar con alguisn que na 2518 Involucrado directaments con el proyecha,
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Anexo 02: Instrumentos de recoleccion de datos

W' UHIYER BIDAD HACIOMAL MAYOR DE 344 MARCO |

-,

II.-"_F'-' ! [Unhversidas o) Fard, DECAMNA DE AMERICA)
i i: - ; “Acreditadas ImsemaCknaiTEe
iél -L-.- Faculind de Odonboiogia

Instrumento de recoleccion de datos

Cratos de la mpaatra

(<

MUmero de muesira: Fecha de recolecan: Hara de recoleccion:

Grupo: Comtrol O Leche O Huevo [J Fecha de endrega al Iaboraionia:

Raglstro da datos
Fibraz colapanas: Organizadas [ Desarganizadas [
Flbrobilastas
Colorackin
Tamaho:
Frooos de necrosls:
MIOMETD por campo:
Tercio cervical:
Tarncio meda;
Tercio aplcal;

OB 2ERVACIONE &




Anexo 3: Cuadros estadisticos

Focos de Necrosis

Tabla N° 05: Prueba de chi-cuadrado

2.778% 2 .249

2.819 2 244

2.392 1 122
90

a. 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima

esperada es 13.67.

Porcentaje de fibras coladgenas organizadas por campo

Tabla N°06: Descriptivos: Porcentaje de fibras colagenas organizadas por

campo (%)

Limite Limite

inferior superior
30| 32.67 24939| 4.553 23.35 41.98 0 70
30| 33.00 29.729| 5.428 21.90 44.10 0 90
30| 38.53 25.733| 4.698 28.92 48.14 0 80
90| 34.73 26.716| 2.816 29.14 40.33 0 90
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Tabla N°07: Pruebas de Kruskal-Wallis Estadisticos de

contraste®®

1.339

.512

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Medios de preservacion de

ligamento periodontal

Numero de fibroblastos preservados por campo

Tabla N°08: Descriptivos

Limite Limite

inferior superior
GRUPO | 30| 94.67 32.034| 5.849 82.71 106.63 57 168
GRUPOIlI | 30| 98.67 28.902| 5.277 87.87 109.46 63 165
GRUPO Il | 30| 123.73 32.020( 5.846 111.78 135.69 69 182
Total 90| 105.69 33.286( 3.509 98.72 112.66 57 182
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Tabla N°09: Prueba de Kruskal-Wallis Estadisticos de contraste®”

14.876

.001

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Medios de preservacion

de ligamento periodontal

Tabla N°10: Prueba de U de Mann-Whitney Grupos | y Il - Rangos

GRUPO | 30 28.80 864.00
GRUPO Il 30 32.20 966.00
Total 60

Tabla N°11: Prueba de U de Mann-Whitney Grupos | y Il - Estadisticos de

contraste?

399.000

864.000

-.755

450

a. Variable de agrupacion: Medios de preservacion de

ligamento periodontal
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Tabla N°12: Prueba de U de Mann-Whitney Grupos | y IlI -

Rangos

GRUPO | 30 22.47 674.00
GRUPO llI 30 38.53 1156.00
60

Tabla N°13: Prueba de U de Mann-Whitney Grupos | y Ill - Estadisticos de

contraste?®

209.000

674.000

-3.565

.000

a. Variable de agrupacién: Medios de preservacion de ligamento

periodontal

Tabla N°14: Prueba de U de Mann-Whitney Grupos Il y Il - Rangos

Ndmero de
fibroblastos por

campo

GRUPO Il 30 23.77 713.00
GRUPO I 30 37.23 1117.00
Total 60
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Tabla N°15: Prueba de U de Mann-Whitney Grupos Il y Il - Estadisticos de

contraste?

248.000

713.000

-2.988

.003

a. Variable de agrupacién: Medios de preservacion de

ligamento periodontal
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Anexo 4. Microfotografias

GRUPO |

Microfotografia N°1: Muestra N° 7 campo de zona media

9 campo de zona cervical

Microfotografia N°2: Muestra N°
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Microfotografia N°3: Muestra N° 6 campo de zona media

Microfotografia N°4: Muestra N° 8 campo de zona apical
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GRUPO I

Microfotografia N°5: Muestra N° 13 campo de zona apical

Microfotografia N°6: Muestra N° 14 campo de zona media
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Microfotografia N°7: Muestra N° 15 campo de zona cervical

Microfotografia N°8: Muestra N° 16 campo de zona apical
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GRUPO 11l

Microfotografia N°9: Muestra N° 21 campo de zona apical
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Microfotografia N°10: Muestra N° 23 campo de zona apical

Microfotografia N°11: Muestra N° 21 campo de zona cervical
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