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Colonizacion bacteriana de membranas de
PTFE-e en regeneracion tisular guiada

C.D. Betsaida Julieta Ortiz Resumen

Sanchez,* C.D. Jesus Villavi-

cencio Pérez,** C.D. Javier El objetivo de la presente investigacion es determinar en qué superficie de las membranas de
Antonio Garzén Trinidad** politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) existe mayor contaminacién. Se obtuvieron 9 mem-

branas 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 de 2003 a enero
de 2004. Después de la remocion las membranas fueron deshidratadas con etanol, y enton-
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y externa en la zona més apical de cada membrana.

En el presente estudio todas las membranas mostraron la presencia de células inflamatorias
y bacterias al momento de la remocion. En conclusion, los resultados demostraron diferencia
significativa entre la cantidad de bacterias Gram positivas y negativas en la superficie
externa, asi como la presencia de bacterias, células inflamatorias e inclusive hongos que se
adhieren e invaden las membranas, las cuales son capaces de atravesar la totalidad de las
membranas de PTFE-e, y alcanzar su porcion mas apical tanto en las membranas expues-
tas como en las no expuestas y aun asi, permitir la formacién de tejido conectivo neoformado
gque puede osificarse.
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Abstract

The purpose of this study was to determine on which surface of expanded polytetrafluoroet-
hylene membranes (ePTFE) exist more contamination. Nine ePTFE membranes used in
guided tissue regeneration (GTR) on patients of the Clinica de Endoperiodontologia UNAM
FES lIztacala in the period of August 2003 to January 2004. After retrieval the membranes
were dehydrated and included in paraplast and sectioned serialy at 5 mp in a coronal-apical
plane. Sections were stained with basic hematoxylin-eosin (H-E) and Gram and observed by
light microscopy. Cells were analyzed semiquantitatively by its presence and types: mononu-
clear cells, erythrocyte, fibroblast, neutrophil, plasma cell, lymphocytes and macrophages in
H-E stained sections. Oral bacteria were analyzed semiquantitatively by cell density (cell
Recibido para publicacién: number/40 x 60 um2) in the inner and outer surfaces in the apical portion in every membrane.
02-Diciembre-05 In the present study all membranes showed the presence or inflammatory cells and bacteria
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Introduccioén

Regeneracién se define como la reproduccion o reconsti-
tucion de la parte perdida o lesionada de forma que la
estructura y funcion de los tejidos perdidos o lesionados
guedan completamente restauradas.*

En periodoncia la regeneracion tisular guiada (RTG) se
refiere a la reconstitucion de cemento, ligamento perio-
dontal 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 repoblacion por células provenientes
del ligamento periodontal .34

Algunos de los materiales de las membranas utiliza-
das como barreras fueron creados especialmente para la
RTG, como el politetrafluoretileno expandido (PTFE-e).5

La molécula bésica del PTFE-e consiste en una unién
carbono-carbono con cuatro 4&tomos de fldor incorpora-
dos para formar un polimero. Es inerte, no genera ningu-
na reaccién tisular. Este tipo de membrana persiste des-
pués de la regeneracion y debe ser extraido en una segun-
da operacion.®

Algunos de los factores mas importantes en la crea-
cién de un ambiente apropiado para la regeneracion tisu-
lar guiada incluyen:’

< Prevencion de infeccién

= Estabilidad mecanica en la resolucién de la herida

= Formacion y mantenimiento de un coagulo sanguineo

= Aislamiento de un espacio regenerativo de células de
tejidos no deseables

La exposicion de las membranas permite que éstas se
contaminen por bacterias, dicha contaminacién se pro-
duce durante la cirugia o en la etapa de regeneracion.

Ademas se produce la formacién de un espacio entre
la superficie externa de la membranay el tejido gingi-
val, debido a la migracién apical del epitelio de la su-
perficie interna del tejido gingival de recubrimiento, lo
que permite que las bacterias colonicen el area subgin-
gival.®

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 capable
were to 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 be transformed into bone.

Key words: Guided tissue regeneration, membranes, periodontics, expanded polytetrafluo-
roethylene membranes (e-PTFE).

La contaminacidn ha sido asociada a la deficiente in-
sercion en los defectos 6seos, esto se relaciona con re-
cuentos altos de bacterias y a la presencia de P. gingivalis
y A. actinomycetemcomcomitans®.

La biomasa puede tener un grosor variable, la cual con-
tiene bacterias primarias con una matriz interbacteriana,
células inflamatorias, células epiteliales y eritrocitos. Oca-
sionalmente pueden observarse islas de célculo. En algu-
nas porciones, la colonizacion ocurre como microcolonias
reconocibles. Los datos indicaron que las bacterias coloni-
zan la porcion expuesta de la membrana inicialmente y
crecen descendiendo hacia la porcion no expuesta®.

En un estudio in vitro Hom-Lay-Wang,** 1994, asi como
Cheny cols.2 1997 en un estudio in vivo compararon la
adhesion bacteriana de tres diferentes membranas de RTG,
PTFE-e, poliglactina 910 y colagena.

Los resultados mostraron que el S. mutans, S. sanguis, A.
viscosus, P melaninogenica, y Selenomonas sputigena pue-
den colonizar todos los materiales seleccionados en 3 dias.

La mayoria del aumento de la masa microbiana provie-
ne de las bacterias provenientes de la superficie dentaria.
También mostraron que el S. mutans tiene una fuerte ad-
hesién en todos los puntos todo el tiempo.

Zucchelli y cols.®® 1998, demostraron que los diferen-
tes materiales acumulan cantidades variables de bacte-
rias debido a su textura y sus caracteristicas de superfi-
cie estructural, comparando las membranas de PTFE-e,
acido polilactico y poligactina 910.

Se analizaron después de 4 y 24 h de exposicién in-
traoral, se encontré una mayor proporcion de bacterias
en lamembrana de PTFE-e comparada con otras dos mem-
branas después de un periodo de 4 h, mientras que des-
pués de un periodo de 24 h la proporcién bacteriana fue
menor en la membrana de acido polilactico comparada
con las otras dos.

Nowzari y cols.'* 1996, mostraron en un estudio sobre
la colonizacion bacteriana de PTFE-e y el nivel de inser-
cion, que las bacterias pueden colonizar las membranas a
los 3 minutos de manipulacién intraoral.

El grupo de pacientes tratados con cirugia 6sea perio-
dontal que mostraron los menores niveles de patdgenos
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periodontales en las membranas tuvieron una mayor ga-
nancia en el nivel de insercion.

Planteamiento del problema

Las membranas utilizadas para separar el epitelio en
procedimientos de cirugia regenerativa son suscepti-
bles a la contaminacidn bacteriana, lo cual hace que el
pronostico 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.

Objetivo de la investigacioén

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

Hipotesis

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

Metodologia

El presente es un estudio comparativo, con un disefio
experimental de estudio de casos en una sola medicion.®
Nuestra poblacién de estudio fueron los pacientes de la
Clinica de Endoperiodontologia, durante el periodo de
agosto de 2003 a enero de 2004. Pacientes que cumplie-
ran los criterios de inclusion.

Criterios de inclusién

Defectos 6seos verticales

Fase | terminada

indice personal de PDB de 10% o menor

Aceptacion de procedimientos de RTG con membrana
de PTFE-e

Criterios de exclusion

= Defectos 6seos horizontales

= Fase | incompleta o deficiente

= indice personal de PDB mayor a 10%

< No aceptacion de procedimientos de RTG con mem-
brana de PTFE-e

Procedimiento experimental

Se obtuvieron 9 membranas de PTFE-e, las cuales se nu-
meraron de acuerdo al orden como se recolectaron.
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Las membranas fueron colocadas segun indicaciones e
instrucciones, y retiradas después de 4 a 6 semanas como
indica la técnica (Figura 1).

Después de la remocion 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 cual superficie estuvo en
contacto con el tejido regenerado. Fueron fijadas por in-
mersién en una solucion neutra de formol al 10%. Las
secciones que presentaron cambios de coloracion fueron
identificadas y medidas.'®

Posteriormente fueron deshidratadas con etanol, y en-
tonces embebidas en parafina e incluidas en paraplast**y
seccionadas a 5 mm 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.’

Las células fueron analizadas semicuantitativamente a
través de la densidad celular clasificAndolas por su pre-
sencia como:

0 = ausente, 1 = leve, 2 = moderada, 3 = abundante

de cada tipo celular con un microscopio 6ptico por sus
tipos: células mononucleares, eritrocitos, fibroblastos,
neutrofilos, células plasmaticas en los cortes tefiidos con
H-E (Figura 2).

Para la tincion de Gram, se dividié la membrana en
tres porciones (cervical, media y apical) y se subdividio
en externa, media e interna, se analizaron de estas por-
ciones la apical externa e interna a detalle.

Las bacterias orales con tincion de Gram fueron analiza-
das semicuantitativamente a través de la densidad celular
(ndmero de células/40 x 60 um?) en las caras interna y exter-
na en la zona mas apical de cada membrana® (Figura 3).

Resultados y analisis de resultados

= Superficie externa Gram positivas vs Gram negativas
tc=2.47032 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 98.16%.

= Superficie interna Gram positivas vs Gram negativas
tc =.784251 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 56.20%.

= Gram positivas superficie externa vsinterna
tc=1.06179 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 70.46%.

** Merck Laboratories
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Figura 1. Membrana recién obtenida.
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Figura 2. Tincién H-E.

Figura 3. Tincion Gram.
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= Gram negativas superficie externa vsinterna
tc =.611503 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 45.53%.

< Gram positivas, membranas expuestas vs membranas
no expuestas
tc=.128216 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 10.05%.

= Gram negativas, membranas expuestas vs membranas
no expuestas
tc =1.14088 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 73.03%.

< Membranas expuestas vs membranas no expuestas
tc =.465140 a=0.05 Probabilidad de diferencia
significativa: 35.54%.

Cuadros 1 y Il.
Discusién y conclusiones

Hay algunos estudios que reportan la presencia de células
inflamatorias en las membranas de PTFE-g.1013211920 Gjn
embargo, en estos 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 bac-
terias y sus tipos entre las superficies interna y externa.

Con microscopia electrénica Selvig y cols. 19921021 exa-
minaron membranas de PTFE-e y encontraron una peque-
fia cantidad de células adheridas al material. Payne y cols.
19962 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.
Pritlove-Carsony cols. 199422 encontraron que las mem-
branas podian establecer la proliferacion de células me-
senquimaticas. Yoshinari y cols.'® observaron bajo mi-
croscopia 6ptica e inmuhohistoquimica la presencia de
células principalmente mononucleares adheridas, simila-
res en cantidad a las que nosotros observamos.

Varios estudios recientes con microscopia electrénica
y de luz, asi como por cultivos bacterianos han demos-
trado que la placa dentobacteriana, incluyendo microor-
ganismos periopatégenos, contaminan y colonizan mem-
branas de PTFE-e colocadas sobre defectos periodonta-
les.10-22 Passariello y cols. 19912 han mostrado qué 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 PTFE-e, reportaron presencia en gran cantidad de Pre-
votella melaninogenica, Selomonas sputigenay Actinomy-
ces viscosus. Tempro y Nalbandian®® y Yoshinari®® repor-
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Cuadro I. Cuantificacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas por membrana por superficie en tercio apical.

Gram positivo Gram negativo
Membrana Cadigo Exposicion Interna Externa Interna 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
M4-D 61 54 68 33
5 M5-M No 25 78 44 53
M5-D 30 252 33 116
6 M6-M No 56 73 26 33
M6-D 45 128 66 90
7 M7-M No 68 50 88 46
M7-D 77 32 58 30
8 M8-Int Si 44 84 26 86
9* M9-MV No 367 244 71 148
M9-MP 293 106 86 53
M9-DV 28 62 53 67
M9-DP 192 170 95 200
Total 1,981 2,625 1,611 1,428

* Debido al tamafio y a la presencia del refuerzo de titanio se dividié en dos porciones: mesial y distal.

Cuadro Il. Cuantificacién de bacterias Gram positivas y Gram negativas por membrana y exposicion.

Membrana Caodigo Exposicion Gram positivo Gram 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 115 144
8 M8-Int Si 128 112
5 M5-M No 103 97
M5-D 282 149
6 M6-M No 129 59
M6-D 173 156
7 M7-M No 118 134
M7-D 109 88
9* M9-MV No 611 219
M9-MP 399 139
M9-DV 90 120
M9-DP 362 295

* Debido al tamafio y a la presencia del refuerzo de titanio se dividié en dos porciones: mesial y distal.
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taron una gran colonizacién de bacterias Gram positivas,
Simion y cols. 199424 reportaron que los microorganis-
mos pueden atravesar las membranas, De Sanctis y cols.
19962° observaron que se presentd inclusive en aquellas
gue no se habian expuesto; en el presente estudio, tam-
bién la mayor cantidad de bacterias fueron Gram positi-
vas, tanto en membranas que presentaron exposicion como
las que no, aunque la presencia fue mayor en las que pre-
sentaron exposicién al medio oral.

La contaminacién bacteriana puede deberse a la conta-
minacién de las membranas durante el procedimiento qui-
rargico ya sea en la colocacion o en la remocion o debido a
la exposicion de la membrana durante el periodo de inclu-
sion de la regeneracion. Nowzari'® report6 que la coloniza-
cion de las membranas de PTFE-e por microorganismos
periodontopatogenos sucede después de 3 minutos de
manipulacion intraoral antes del procedimiento de RTG.

Guilleminy cols. 1993% sugiri6 que la presencia de PDB
sobre las membranas no comprometia la recuperacion clini-
ca durante las primeras 4 a 6 semanas posteriores a laRTG.
Crigger y cols. 19967 indicaron que en su estudio histologi-
co el tejido de granulacion formado debajo de la porcién de
membrana clinicamente expuesta podia convertirse en teji-
do conectivo de reparacion en perros beagle.

Selving y cols. 19922 reportaron que la extension de
la exposicion oral de la membrana, asi como su contami-
nacion al momento de la remocién puede ser un indica-
dor a largo plazo del éxito o fracaso de los procedimien-
tos de regeneracion. Aunque aun no es claro hasta qué
punto la presencia de bacterias afecta al tejido neoforma-
do en laRTG.

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 presen-
cia de bacterias.

Usualmente la microscopia electrdnica se ha utilizado
para la observacién de células y colonizacién bacteriana
en la superficie de membranas, por lo que se decidid uti-
lizar la microscopia Optica para examinar el interior de
las membranas de PTFE-e, se dividi6 lamembrana en tres
porciones (cervical, media y apical) y se subdividié en
externa, media e interna, se analizaron de estas porcio-
nes la apical externa e interna a detalle.

En el presente estudio todas las membranas mostra-
ron la presencia de células inflamatorias y bacterias al
momento de la remocién. Ambas se encontraron en toda
la superficie de las membranas tanto en la superficie in-
terna como externa, asi como en el interior (parte cen-
tral) tanto en las membranas que presentaron exposicion
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 mem-

branas con mayor presencia fueron M2-D y M3-M que presen-
taron exposicién y M5-D, M9-MV que no presentaron exposi-
cion, pero en cuanto a Gram negativas en la superficie inter-
na, la méas contaminada fue M2-D que present6 exposicion.

Dentro de los hallazgos se encontro 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,
neutrdéfilos y macréfagos, observandose la presencia de
células gigantes y rosetas de neutrofilos a lo largo de la
superficie M2-D, asi como también se observé la presen-
cia de fibroblastos, con zonas con inicios de osificacion.

En el anélisis estadistico para la superficie externa ala
tde Studentcon =0.05conunaT_de 2.47032yunaT,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 sig-
nificativa al comparar la cantidad de bacterias en la su-
perficie interna, ni cuando se compararon las Gram posi-
tivas y Gram negativas de ambas superficies. Al compa-
rar las bacterias Gram positivas de las membranas ex-
puestas contra las no expuestas, asi como las Gram ne-
gativas no se encontré diferencia, asi como tampoco se
encontrd diferencia al comparar la contaminacion de las
membranas expuestas contra las no expuestas.

En conclusidn, el presente estudio demostrd la dife-
rencia significativa entre la cantidad de bacterias Gram
positivas y negativas en la superficie externa, asi como la
presencia de bacterias, células inflamatorias e inclusive
hongos que se adhieren e invaden las membranas, las
cuales son capaces de atravesar la totalidad de las mem-
branas de PTFE-e, y alcanzar su porcion mas apical tanto
en las membranas expuestas como en las no expuestas y
aun asi, permitir la formacion de tejido conectivo neofor-
mado que puede osificarse.
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