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VIABILIDAD DE LAS CELULAS DEL LIGAMENTO PERIODONTAL EN
DIFERENTES MEDIOS DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE

VIABILITY OF PERIODONTAL LIGAMENT CELLS IN DIFFERENT STORAGE AND
TRANSPORT MEDIA

Claudia Lauracios, Elio Chayfa'?, Wilfredo Ramos'®, Tania Padilla™, Paula Catacora®

RESUMEN

Objetivo. Determinar la viabilidad de las células del ligamento periodontal en cinco medios de almacenamiento y transporte (leche
evaporada, leche fresca, clara de huevo, agua de coco y agua embotellada) en piezas dentales sanas que fueron extraidas por
motivos ortodonticos. Material y métodos. Se separd el ligamento periodontal de las piezas para obtener solamente las células
presentes utilizando una enzima (tripsina). Después del recuento fueron colocadas en los medios de almacenamiento a estudiar por
1, 3, y 24 h. Transcurrido este tiempo, se evalu6 la viabilidad celular con la técnica de tincion por exclusion con azul de tripano. Se
compard estadisticamente la viabilidad de las células del ligamento periodontal en los medios estudiados, utilizando el analisis de
varianza con la prueba t de Student, con un nivel de significancia al 1%, comparandolos con el valor de la T tabla 1% (2,88); cada
medio del grupo experimental fue comparado con el grupo control. Resultados. Al comparar la viabilidad de los diferentes medios
a 1, 3y 24 h se determind estadisticamente que los medios que mejor mantienen la viabilidad celular del ligamento periodontal
son, en orden decreciente, como sigue: leche evaporada (-0,67), clara de huevo (-0,99), y agua de coco (-2,05). Conclusiones. Los
medios como leche evaporada, clara de huevo y agua de coco son los que mantienen la viabilidad celular en mayor medida, y son
recomendables para el almacenamiento y transporte de piezas dentales avulsionadas. (KIRU.2013;10(2):91-5).

Palabras clave: Medio de almacenamiento, viabilidad celular (Fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objective. To determine the viability of periodontal ligament cells in five storage and transport media (evaporated milk, fresh milk,
egg white, coconut water and bottled water) in healthy teeth that were extracted by orthodontics purposes. Material and methods.
The periodontal ligament of the pieces was separated to obtain only the cells present using an enzyme (trypsin), after counting they
were placed in the storage media to study by 1, 3 and 24 hours, after this time the cellular viability was evaluated with the dentition
technique by exclusion with trypan blue. The viability of periodontal ligament cells was compared with the medium studied, using
analysis of variance with the t-Student test with a significance level of 1% compared with the value of the table T 1% (2,88); each
medium of the experimental group was compared with the control group. Results. By comparing the viability of the different media
at 1, 3 and 24 hours was determined statistically that the medium which maintain cell viability of periodontal ligament, are in decrea-
sing order as follows: evaporated milk (-0,67), egg white (-0,99), coconut water (-2,05). Conclusions. It concluded that, the medium
evaporated milk, egg white and coconut water are the medium that maintaining cell viability greater extent and are recommended for
the storage and transport of avulsed teeth. (KIRU.2013;10(2):91-5).
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INTRODUCCION

Los dientes son érganos vitales para desarrollar una vida
normal. Las funciones que cumplen los dientes por si mis-
mos, o integrando entidades mas amplias como el sistema
dentario y el aparato masticador, son cuatro: masticatoria,
fonética, estética y de preservacioén. Dichas funciones de-
penden de una dentadura completa y sana ™. En nuestro
pais los traumatismos de la cabeza se encuentran entre
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las diez primeras causas de atencién hospitalaria @, los
que, en muchos casos, pueden incluir la pérdida de la
pieza dental por avulsién; ocurre tanto en nifios como
en adultos por lo que constituye un problema de salud
publica, no porque su prevalencia sea alta, sino por las
secuelas que llega a ocasionar.

Debido a que el tratamiento de la avulsién dental es el
reimplante de la pieza, es necesario tener en cuenta que
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el éxito puede variar entre el 4 al 70%, esto depende de
dos factores criticos para el pronéstico:

- El periodo extraoral (tiempo que el diente esta fuera
de la boca = tiempo en medio seco + tiempo en medio
himedo).

- El medio de almacenamiento ©.

Soder et al. en 1977, observaron que después de 2 h de
almacenamiento en seco de la pieza dental avulsionada,
no era posible encontrar células viables en el ligamento
periodontal ®. En 1981 el Dr. Jens Ove Andreasen en-
contr6 que utilizando medios de almacenamiento era
posible incrementar la cantidad de células viables en el
ligamento periodontal ®. Desde entonces se ha encon-
trado investigaciones que emplean diferentes medios de
almacenamiento para piezas avulsionadas, entre ellas la
solucién salina ©, la saliva ©), las soluciones para lentes
de contacto ©, la leche ©, Gatorade®®, propdleos ©, en-
tre otros. No se encontraron estudios en nuestro pais,
y los mencionados no se encuentran a facil disposicion
del profesional; debido a esto, el presente trabajo preten-
de hallar datos referentes a medios de almacenamiento
disponibles en nuestra localidad como la leche fresca,
la leche evaporada (Gloria®), la clara de huevo, el agua
de coco, o el agua embotellada (San Luis®); y, dado que
para que se realice el reimplante y el tratamiento ten-
ga éxito, es necesario conservar viables las células del
ligamento periodontal; es por ello que estudiamos qué
medios conservaran mejor la viabilidad celular y seran
adecuados para el almacenamiento y transporte de pie-
zas dentales avulsionadas.

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es de-
terminar la viabilidad celular del ligamento periodontal en
los medios estudiados a diferentes intervalos (1, 3y 24 h)
y, de este modo, indicar qué medio o medios son ade-
cuados para el almacenamiento de piezas avulsionadas
traumaticamente. Hallamos que tanto la leche evapora-
da, la clara de huevo y el agua de coco son medios ade-
cuados para este fin. Sin embargo, consideramos que se
debe seguir investigando el éxito de estos medios luego
del tratamiento de reimplante; teniendo en cuenta sus
propiedades tanto fisicas como quimicas.

MATERIAL Y METODOS

Se empled un disefio experimental con una variable in-
dependiente (medio de almacenamiento y transporte) y
una variable dependiente (viabilidad celular del ligamen-
to periodontal). Se utiliz6 como grupo control al medio
de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM).
El muestreo fue no probabilistico, se tomo el periodon-
to de 40 piezas dentales (30 premolares y diez terceros
molares) de las que se obtuvo un total de de 27 395 000
células.

Se recolectd piezas dentales sanas y recién extraidas
por motivos ortodonticos, se obtuvieron una o dos pie-
zas por cada procedimiento; antes de la extraccion se
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hizo una profilaxis en la zona de la extraccién y el pa-
ciente se enjuagd con una solucion antiséptica (Colgale
Plax®). Se realizé la exodoncia atraumatica, la cual no
duré mas de 30 min desde que el operador empezd con
las maniobras de luxacion.

Una vez realizada la exodoncia, la pieza extraida se tomo
con el forcep con el que se realizd la avulsion, se uti-
liz6 una placa Petri con suero fisiolégico para evitar la
deshidratacion de la raiz mientras se retiraban los restos
hematicos con un chorro suave de suero fisiolégico por
medio de una jeringa con 10 mL de solucién salina. Des-
pués de retirar la sangre se encendié un mechero y frente
a este se abrid el tubo falcén que sirvid como envase
para 15 mL del medio de cultivo DMEM de Gibco®; una
vez colocada la pieza en el frasco se calenté los bordes
del mismo y la tapa a fin de evitar la contaminacién mi-
crobiana del medio.

Se transporté el medio a temperatura ambiente (12-17 °C)
en un tubo falcén cerrado herméticamente, el tiempo que
transcurrio desde la exodoncia hasta los procedimientos
de laboratorio fue entre 6 y 7 h, en todos los casos.

En el laboratorio se separ6 el ligamento periodontal de
las piezas para obtener solamente las células presentes
mediante un suave curetaje con un bisturi y la utilizacion
de tripsina (0,13%) para desligar las células del respecti-
vo tejido, las que se colocaron en 10 tubos eppendorf y
se centrifugaron a 3000 rpm por 4 min, se retird el medio
de cultivo para quedarnos solamente con el sedimento
celular, el cual se junto en un solo tubo eppendorf con
1 mL de suero fisiologico. A continuacion se tomé una
alicuota de 10 pL en otro tubo eppendorf y se le anadio
10 pL de azul de tripano (0,4%), luego de un minuto, se
procedié a realizar el conteo celular en un hemocitome-
tro (camara de Neubauer) a fin de hallar la cantidad de cé-
lulas viables obtenidas por unidad de volumen (#cel/mL).

Obtenido este dato, se procedio6 a dividir las células via-
bles en grupos de 500 000, aproximadamente, por tubo;
fueron centrifugadas nuevamente a 2000 rpm por 2 min;
se retird el suero fisioldgico y quedo el sedimento celular,
luego se afiadié 1 mL del medio a evaluar, por el tiempo
programado (1, 3, 24 h), en un frasco estéril preparado
con anterioridad. Los frascos se pusieron en un bafio
Maria a 37 °C; transcurrido el tiempo previsto, se evalu6
la viabilidad de las células del ligamento periodontal con
azul de tripano. Para esto, se tomo6 una alicuota de 10 pL
y se coloco en un tubo eppendorf al que se afiadié 10 pL
de azul de tripano (0,4%), luego de 1 min se procedio al
conteo con la ayuda de un hemocitémetro en el micros-
copio. Por cada medio de almacenamiento y transpor-
te se realizé el procedimiento tres veces en diferentes
muestras celulares del ligamento periodontal, siguiendo
la técnica descrita; dichas repeticiones fueron realizadas
con la finalidad de darle validez estadistica a este estu-
dio. Los resultados se analizaron mediante el analisis de
varianza utilizando la prueba t Student, con un nivel de
significancia al 1% (T-tabla= -2,88), para comparar cada
medio experimental con el grupo controla 1,3y 24 hy
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determinar estadisticamente cuales son los medios que
conservan en mayor medida la viabilidad celular.

RESULTADOS

Los resultados estadisticos de los medios experimen-
tales con respecto al medio de cultivo DMEM, determi-
nados mediante el andlisis de variancia con la prueba
inferencial t Student con un nivel de significancia al 1%,
muestran que a 1 h, los medios estudiados que man-
tienen significativamente la viabilidad celular al compa-
rar con la T-tabla 1% (-2,88) son: clara de huevo, con
conservacion de células viables en un 93% (-0,80); leche
fresca, con conservacion en un 92% (-1,63); agua de
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coco con 97% (-2,25), y leche evaporada Gloria® con 93
% (-2,32); mientras que el agua embotellada San Luis®
con conservacion en 40% (-6,05) se encuentra fuera del
limite inferior permisible (-2,88) por tanto, es el mas per-
judicial para la conservacion de la viabilidad celular del
ligamento periodontal (figura 1).

A las 3 h, los medios experimentales que mantienen sig-
nificativamente la viabilidad celular son: leche fresca con
72% (-2,44); clara de huevo con 72% (-2,44); agua de
coco con 91% (-2,63), y leche evaporada Gloria® con
80% (-4,85), mientras que agua embotellada San Luis®
con 22% (-16,29) es perjudicial (figura 2).
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Figura 1. Promedio de la viabilidad de las células del ligamento periodontal en diferentes

medios de almacenamiento y transporte a1 h
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Figura 2. Promedio de la viabilidad de las células del ligamento periodontal en diferentes

medios y tiempo de almacenamiento y transporte a 3 h
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Figura 3. Promedio de la viabilidad de las células del ligamento periodontal en diferentes medios

de almacenamiento y transporte a 24 h
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Figura 4. Promedio de la viabilidad de las células de ligamento periodontal en diferentes

medios de almacenamiento y transporte

A 24 h, los medios experimentales que mantienen signi-
ficativamente la viabilidad celular son: leche evaporada
Gloria® con la conservacion de células viables en un 55%
(-2,28); agua de coco con 85% (-2,63), y clara de hue-
vo con 62% (-2,24); mientras que leche fresca con 54%
(-4,30), y agua embotellada San Luis® con 16% (-14,76))
tienen resultados perjudiciales (figura 3).

Los medios estudiados en los diferentes tiempos (1, 3,
24 h), que mantienen significativamente la viabilidad ce-
lular son: la leche evaporada Gloria® con 76% (-0,67); la
clara de huevo con 75,66% (-0,99), y el agua de coco
con 91% (-2,85); mientras que leche fresca con 72,56%
(-4,48), y el agua embotellada San Luis® con 26% (-4,86)
se encuentran fuera del limite inferior permisible (-2,88) y
son perjudiciales para la viabilidad celular del ligamento
periodontal (figura 4).

DISCUSION

El éxito del tratamiento del reimplante depende de la
existencia de células viables en el ligamento periodon-
tal, que son capaces de proliferar en areas desnudas de
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la superficie radicular. En medio seco, la viabilidad ce-
lular desciende rapidamente @, sin embargo, utilizando
medios de almacenamiento, la viabilidad celular puede
mantenerse por mas tiempo ©. De modo que los medios
de almacenamiento son importantes para la preserva-
cién de la viabilidad celular en piezas avulsionadas.

A 1 h de almacenamiento Pearson 9, no encontré dife-
rencia significativa entre la leche entera y la leche eva-
porada; Gopikrishna ", en un estudio después de 30
min en seco y posterior almacenamiento por 45 min en
medios de almacenamiento, hallé que el agua de coco
fue superior al HBSS vy la leche. Rozenfar (2, después
de un periodo de almacenamiento de 90 min no pudo
apreciar diferencias significativas entre la leche y la clara
de huevo. El agua, en general, es utilizada como control
negativo por sus caracteristicas desfavorables . Los
resultados obtenidos en este estudio muestran que a
1 h no hay diferencia significativa entre los medios: leche
fresca, leche evaporada, clara de huevo y agua de coco;
mientras que el agua embotellada no mantuvo la viabili-
dad celular.
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A 3 h de almacenamiento, este estudio mostré que el
agua de coco, la leche fresca y la clara de huevo fueron
las que mantuvieron significativamente la viabilidad celu-
lar. Pearson 9, pudo observar que en 4 h de almacena-
miento, la leche entera fue mejor que la leche evaporada
en mantener la viabilidad celular, en este estudio se pudo
apreciar que en relacion al grupo control en un perio-
do de 3 h, la leche evaporada no mantuvo la viabilidad
celular. Khademi ™, hallé que a 4 h la clara de huevo
conservo mejor la viabilidad que la leche entera, en este
estudio se pudo apreciar que, en relacion al grupo con-
trol, ambos mantuvieron la viabilidad celular.

No se encontraron estudios a 24 h, sin embargo,
Huang 9, observé que en un periodo de almacenamien-
to largo de 72 h la leche mantiene el 24% de la viabilidad
celular; en este estudio se mostré que la leche evapora-
day el agua de coco fueron los que mejor mantuvieron la
viabilidad celular en relacion al grupo control.

Al realizar un andlisis general se concluye que los medios
estudiados en los diferentes tiempos, la leche evapora-
da, la clara de huevo y el agua de coco fueron los que
mejor mantuvieron la viabilidad celular, estos resultados
concuerdan con los antecedentes mencionados.

El medio de almacenamiento y transporte es indispen-
sable para el mantenimiento de la viabilidad celular del
ligamento periodontal; siendo los medios leche evapora-
da Gloria®, clara de huevo, y agua de coco; los medios
que mantienen la viabilidad celular en mayor medida y
son recomendables para el almacenamiento y transporte
de piezas dentales avulsionadas.
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