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A nuestros lectores

Comenzamos la revista con un trabajo titulado “Tratamiento de pacientes
edéntulos mandibulares con cirugia guiada y carga inmediata” del Dr.
Ordoiiez Sousa B. y cols., que nos dice que el objetivo del estudio es
presentar estudios clinicos de la carga inmediata de implantes insertados
en pacientes edéntulos mandibulares, como una alternativa terapettica
implantologica con una tasa elevada de éxito.

A continuacion presentamos titulado “Comparacion del efecto antibacte-
riano de tres tipos de miel sobre el Streptococcus mutans”, del Dr. Silva
CF. Yy cols., que tiene como objetivo comparar el efecto antibacteriano in
vitro de muestras de miel de Apis mellifera producida en la Cosa, Sierra
y Selva contra Streptococcus mutans ATCC 25175.

Seguidamente tenemos con el trabajo del Dr. Simancas-Escorcia V. y
cols., titulado “Influencia del suero fetal bovino en el cultivo de fibro-
blastos gingivales”, que realiza un estudio para evaluar el efecto concen-
tracion dependiente de la suplementacion de SFB en el medio de cultivo
sobre el comportamiento, crecimiento, proliferacion y supervivencia de
los fibroblastos gingivales humanos.

Y finalmente terminamos con el articulo “Principales conductas de ries-
go sobre Papilomavirus humano en universitarios argentinos” de la Dra.
Medina ML. y cols., que determina que las principales conductas de
riesgo para la infeccion por VPH en esta poblacion fueron haber tenidos
dos o0 mas parejas sexuales, sexo oral, y consumo de alcohol.
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Tratamiento de pacientes edéntulos mandibulares
con cirugia guiada y carga inmediata

Treatment of mandibular edentulous patients
with guided surgery and immediate loading

Ordonez Sousa B*, Jiménez Guerra A**, Ortiz Garcia [**, Espana Léopez A**,
Matos Garrido N**, Velasco Ortega E.***

RESUMEN

Introduccion. El objetivo del presente estudio era presentar los resultados clinicos de la carga inmediata de implantes
insertados mediante la técnica de cirugia guiada en pacientes edéntulos mandibulares.

Pacientes y Métodos. Pacientes edéntulos totales mandibulares fueron diagnosticados mediante una tomografia
computarizada de haz cénico y tratados con 8-10 implantes Galimplant ® para su rehabilitacién mediante la técnica
de cirugia guiada y carga inmediata. Inmediatamente después de la cirugia sin colgajo se colocé una rehabilitacion
total inmediata provisional de resina. A los 3 meses se realiz6 la rehabilitacion fija definitiva. El periodo de segui-
miento clinico ha sido al menos de 48 meses después de la carga funcional.

Resultados y Discusion. 24 pacientes fueron tratados con 206 implantes. Desde un punto de vista implantolégico,
los resultados indican un éxito de los implantes del 97,6% después de un seguimiento clinico medio de 62,4 meses
desde la rehabilitacion definitiva. 5 implantes se perdieron durante el periodo de cicatrizaciéon con la prétesis pro-
visional. La pérdida media de hueso marginal ha sido de 1,34 mm. Los hallazgos clinicos demuestran la eficacia
clinica de este protocolo de carga inmediata, donde la estabilidad primaria de los implantes y el ajuste oclusal de la
prétesis inmediata son factores determinantes del éxito.

Conclusiones. Este estudio indica que el tratamiento de pacientes edéntulos mandibulares con implantes
dentales mediante cirugia guiada y carga inmediata constituye una alternativa terapéutica implantol6-
gica con una tasa elevada de éxito.

PALABRAS CLAVE: Implantologia oral guiada, tomografia de haz cénico, carga inmediata, mandibula,
implantes dentales.

ABSTRACT

Introduction. The aim of this study was to present the clinical outcomes of immediate loading of implants inser-
ted by guided surgery in edentulous mandibular patients.

Patients and methods. Mandibular edentulous patients were diagnosed by a cone beam tomography and treated
with 8-10 Galimplant ® implants for rehabilitation with guided surgery and immediate loading. After flapless surgery,
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***  Profesor Titular de Odontologia Integrada de Adultos y Gerodontologia. Facultad de Odontologia. Director del
Méster de Implantologia Oral. Universidad de Sevilla.
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minants of success.
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implants were loaded with an immediate acrylic temporary prosthesis. After a period of three months, a ceramic
definitive full arch prosthesis were placed. The follow-up were at least of 48 months of functional loading.

Results and discussion. 24 patients were treated with 206 implants. Clinical outcomes showed a global success
of 97.6% of implants after a mean follow-up of 62.4 months. Five implants were lost during the healing phase
with provisional prosthesis. Mean marginal bone loss was 1.34 mm. Findings of the study showed clinical effi-
cacy of immediate loading, primary stability and occlusal adjustment of immediate prosthesis are key deter-

Conclusions. This study indicate that treatment of mandibular edentulous patients by guided surgery and im-
mediate loading constitute an implant option with a high rate of success.

KEY WORDS: Guided-implant dentistry, cone beam tomography, immediate loading, mandible, dental implants.

Ordonez Sousa B, Jiménez Guerra A, Ortiz Garcia I, Espana Lopez A, Matos Garrido N, Velasco Ortega E.
Tratamiento de pacientes edéntulos mandibulares con cirugia guiada y carga inmediata. 2018; 34, (6): 285-292.

INTRODUCCION

En la actualidad, los avances en la cirugia de implan-
tes tienen como objetivo mejorar las técnicas quirGr-
gicas para reducir la duracion global del tratamiento
y conseduir una menor morbilidad del paciente. Los
protocolos de implantologia guiada asistida por or-
denador ayudan a los clinicos a simplificar todos los
procedimientos desde la fase de diagnéstico hasta la
realizacion de la rehabilitaciéon prostodéncica final !

La introduccién de los nuevos métodos diagnosticos
3D por imagen como la tomografia computarizada
de haz cénico (cone beam computed tomography,
CBCT) ha representado un paso importante en la
planificacién radiolégica de los pacientes, unido a
programas informaticos que simulan de forma muy
precisa las fases quirtrgica y prostodéncica del tra-
tamiento. De esta forma, las localizaciones de los
implantes pueden se establecidas segun el volumen
y la calidad 6seas, la presencia de estructuras ana-
tomicas (ej. nervio dentario inferior), y la valoraciéon
estética y funcional de la prétesis correspondiente 2.

Los programas informaticos de cirugia guiada basa-
dos en la informacién obtenida por la CBCT permi-
ten planificar virtualmente, la posicion tridimensional
de los implantes y los pilares protésicos. Asi mismo,
mediante la exploracion clinica del paciente y los re-
gistros oclusales, se completa la planificacién con la
realizacion de una férula quirtrgica guiada y un mo-
delo predeterminado de rehabilitacién prostodénci-
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ca, con la elaboracion de los pilares individualizados
correspondientes>.

La realizacion de este protocolo integral de im-
plantes consigue evitar la necesidad de técnicas
quirurgicas de aumento del tejido 6seo ya que op-
timiza la disponibilidad 6sea real mediante la va-
loracion radiolégica tridimensional de los rebordes
Oseos edéntulos, a la vez que se reduce significa-
tivamente la duracion del tiempo de tratamiento
mediante una cirugia minimamente invasiva con
menor riesgo de complicaciones >,

Aungue la precision de esta técnica quirtrgica de in-
sercion de implantes es muy elevada, definida como
la diferencia entre la posicién planificada del im-
plante y su posicion real en la boca del paciente; sin
embargo, puede reflejar la acumulacion de ciertas
desviaciones desde la imagen tomogréfica, su trans-
formacion en guia quirtrgica vy la insercion posterior
del implante durante la cirugia por la tolerancia del
instrumental 7-8.

La experiencia clinica con los protocolos de implan-
tologia guiada asistida por ordenador demuestra una
tasa acumulativa de éxito por encima del 95% y una
pérdida 6sea marginal de los implantes de alrededor
de 1,45 mm en estudios de 1-4 anos de evolucion
clinica. No obstante pueden surgir algunas compli-
caciones quirurgicas y prostodoncicas que indican la
necesidad de una curva de aprendizaje para mejorar
la técnica y conseguir el éxito del tratamiento °1°.
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Figura 1. Planificacion quirtrgica con software de imagen de CBCT. Vision panoramica

El objetivo del presente estudio es
presentar los resultados clinicos del
tratamiento con implantes mediante
cirugia guiada y carga inmediata con
una rehabilitacién fija en pacientes
edéntulos mandibulares.

PACIENTES Y METODOS

El presente estudio ha sido realizado en
el Master de Implantologia Oral de la Fa-
cultad de Odontologia de la Universidad
de Sevilla. Previamente a la realizacion
del estudio, aquellos pacientes que pa-
decian trastornos sistémicos graves que
podian comprometer la oseointegracion
fueron excluidos del estudio.

Todos los pacientes seleccionados eran
adultos de ambos sexos y edéntulos to-
tales mandibulares. Todos los pacientes selecciona-
dos en el estudio fueron informados del protocolo del
tratamiento con implantes, de los aspectos quirtrgi-
cos y prostodéncicos, asi como de la posible existen-
cia de complicaciones y pérdida de implantes. Los
pacientes autorizaron el tratamiento implantolégico
mediante un consentimiento informado.

Antes del tratamiento, todos los pacientes fueron
evaluados radiolbgicamente, con una tomografia
computarizada de haz cénico. Se realizé la planifica-
cion de tratamiento mediante el programa informati-
co para cirugia guiada Galimplant 3D ® (Galimplant,
Sarria, Espana) (Figuras 1 y 2). Con la informacién
obtenida y la cirugia planificada se elaboraron las co-

Figura 2. Planificacion
quirurgica con software de
imagen de CBCT. Corte
transversal.

rrespondientes férulas quirtirgicas guia-
das mandibulares (Figura 3).

CIRUGIA. Una hora antes de la cirugia,
los pacientes comenzaron un régimen
antibiético preventivo (amoxicilina +
clavulanico) continuado durante una
semana. Todos los pacientes recibie-
ron anestesia local. Entre 8-10 implan-
tes Galimplant ® (Galimplant, Sarria,
Espana) de conexién externa y con
superficie arenada y grabada fueron
insertados en cada paciente y todos
fueron estables después de la insercion
(Figura 4). La preparacion del lecho y
la insercion de los implantes se realizd
segun el protocolo estandarizado a una
velocidad constante de 800 r.p.m. A los
pacientes se les recomendo el enjuague
diario con clorhexidina durante los pri-
meros 30 dias.

CARGA FUNCIONAL. Se realiz6 la carga funcional
inmediata de los implantes a después de la cirugia
con una protesis total fija provisional de resina ce-
mentada (Figuras 5 y 6). A los 3 meses, después de
la inserciéon de los implantes, se realizé la protesis fija
definitiva de ceramica cementada.

SEGUIMIENTO CLINICO. El tiempo transcurrido
de seguimiento clinico desde la carga funcional de
todos los implantes fué al menos de 48 meses. Se
realizaron revisiones clinicas de los pacientes, valo-
rando el estado de los implantes y de las rehabili-
taciones fijas cementadas. Se evalud la pérdida de
hueso periimplantario con radiografias periapicales.
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Figura 3. Imagen clinica del posicionamiento de la férula qui-
rargica en el paciente.

Figura 5. Imagen clinica de los pilares colocados sobre los
implantes después de la cirugia guiada.

Figura 6. Imagen clinica de la carga inmediata con rehabilita-
cion fija provisional.

ANALISIS ESTADISTICO. Se ha realizado una
estadistica descriptiva de los hallazgos clinicos del
estudio, con referencia a las variablesdemografi-
cas de los pacientes, los implantes insertados, las
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Figura 4. Imagen clinica de los implantes insertados por ciru-
gia guiada.

prétesis realizadas, asi como el éxito y las compli-
caciones del tratamiento.

RESULTADOS

PACIENTES. 24 pacientes edéntulos totales mandi-
bulares (13 mujeres y 11 hombres) fueron tratados
con implantes para su rehabilitacién prostodéncica
fija con cirugia guiada y carga inmediata. La edad
media era de 61,2 anos (rango: 56-74 anos). El se-
guimiento clinico medio ha sido de 62,4 meses.

IMPLANTES. Se insertaron un total de 206 implantes
en los correspondientes 24 pacientes. Con respecto
al diametro, 38 implantes eran de 3,5 mm (18,4%) y
168 implantes de 4 mm (81,6%). Con respecto a la
longitud, fueron insertados 84 implantes de 12 mm
(40,8%) y 122 de 10 mm (59,2%). La pérdida media
de hueso marginal ha sido de 1,34 mm.

PROTESIS IMPLANTOSOPORTADAS. En los 24
pacientes se realizaron rehabilitaciones fijas implan-
tosoportadas, provisionales de resina y posterior-
mente rehabilitaciones definitivas metalceramicas.
Todas las rehabilitaciones fijas, provisionales y defi-
nitivas, fueron cementadas.

COMPLICACIONES. En 5 implantes (2,4%) hubo
complicaciones inmediatas, durante la fase de
cicatrizacion y se perdieron. Posteriormente, nin-
gun implante se ha perdido durante el periodo de
seguimiento clinico. Imagenes radiograficas com-
patibles con periimplantitis se observaron en 18
implantes (8,7%) en 6 pacientes (25%). No se
perdié ningun implante con periimplantitis. En 2
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pacientes (8,3%) se presentaron complicaciones
prostodoéncicas relacionadas con la fractura de la
prétesis provisional de resina que fueron solu-
cionadas. En 5 pacientes (20,8%) se presentaron
fracturas de la ceramica de la rehabilitacion fija
que no necesitaron su sustitucion

DISCUSION

La implantologia guiada asistida por ordenador esta
incrementando su popularidad debido fundamental-
mente a los avances en la utilizacion de la CBCT y
en los programas informaticos 3D especificos para
planificacion del tratamiento. Desde un punto de vis-
ta clinico, la planificacion del tratamiento de implan-
tes esta frecuentemente basada en el diagnostico por
imagen computarizado 3D. La posicion exacta de los
implantes es uno de los objetivos méas importantes
de la fase quirtirgica en implantologia oral, por lo que
la cirugia implantolégica actual debe basarse en la
mejor tecnologia diagnostica que asegure al cirujano
la mayor precision posible!!-12,

En este sentido, la informacion obtenida por la
CBCT permite configurar en el ordenador, mo-
delos anatomicos individualizados que simulan
los resultados de la cirugia antes del tratamiento
real del paciente. Posteriormente, el plan de trata-
miento virtual puede transferirse a la practica cli-
nica mediante la colocacién de la correspondiente
férula quirargica guiada que favorezca la insercion
de los implantes de acuerdo a la posiciéon ideal
predeterminada virtualmente 3,5.

Los resultados del presente estudio clinico demues-
tran la eficacia de este protocolo en el tratamiento
con cirugia guiada en pacientes edéntulos mandibu-
lares. Todos los pacientes fueron diagnosticados me-
diante una CBCT y su informacién fué utilizada para
la planificacion de la cirugia de implantes y la elabo-
racion de una férula guiada. En este sentido, la férula
quirtrgica en la mandibula edéntula proporciona la
posibilidad de realizar una técnica minimamente in-
vasiva mediante una cirugia sin colgajo’>.

La escasa morbilidad de los pacientes intervenidos
con cirugia guiada sin colgajo demuestra que es
posible realizar una técnica menos traumatica, con
un menor disconfort para el paciente, reduciendo el
tiempo del tratamiento y minimizando los efectos del
trauma quirargico®. De hecho, algunos estudios con-
firman que este protocolo de implantologia guiada

reduce significativamente las molestias inflamatorias
y/o dolorosas de los pacientes y la necesidad de far-
macos analgésicos y antiinflamatorios y proporciona
a los pacientes una alta tasa de satisfaccion con el
tratamiento!41°.

Los resultados del presente estudio clinico demues-
tran un elevado éxito del tratamiento con implantes
en pacientes edéntulos mandibulares mediante ciru-
gla guiada y carga inmediata. 24 pacientes fueron
rehabilitados con una proétesis fija sobre 206 implan-
tes insertados con cirugia guiada. 5 implantes se
perdieron por lo que la tasa de éxito fué del 97,6%
después de un seguimiento de 5 anos.

Estos resultados favorables son confirmados por di-
versos estudios que demuestran la alta predictibili-
dad de la insercion de implantes en pacientes edén-
tulos mandibulares con cirugia guiada y también de
su carga inmediata'®'®. Un estudio a 3 anos valora
los resultados clinicos de implantes insertados con
cirugia guiada y cargados de forma inmediata con
rehabilitaciones totales fijas16. 90 implantes fueron
insertados en la mandibula, de 16 pacientes, 60 im-
plantes postextraccién y 30 implantes en localizacio-
nes cicatrizadas. 2 implantes postextraccion fracasa-
ron, por lo que el éxito del tratamiento fué del 97,8%.
Todas las rehabilitaciones fijas se mantuvieron esta-
bles y con una funciéon favorable durante el periodo
de seguimiento clinico’®.

Un estudio a 5 anos demuestra que el protocolo cli-
nico de rehabilitacién de pacientes edéntulos con im-
plantes insertados mediante cirugia guiada y carga
inmediata constituye una opcion favorable de trata-
miento con un éxito del 98%!”. 18 pacientes edéntu-
los mandibulares fueron tratados con 92 implantes.
En cada pacientes se insertaron entre 4-8 implantes.
Se realizd una carga inmediata con una proétesis pro-
visional que fue sustituida por la definitiva 2-6 meses
después de la cirugia'”.

Un estudio retrospectivo a 7 anos de cirugia guiada
revela un 95,8% de éxito donde se insertaron 291
implantes en la mandibula y fracasaron 13 implantes
18. En el sector anterior mandibular el éxito fue del
100% de 40 implantes insertados, mientras que en el
sector posterior mandibular hubo 13 fracasos de 251
implantes insertados (94,8%)'®

La técnica de cirugia guiada asistida por ordenador

basada en las imagenes 3D de la CBCT permite la
elaboracién de férulas quirtrgicas que aseguren un
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grado de precision importante para la insercion de
los implantes. Este procedimiento incorpora una
herramienta muy util al clinico para mejorar las lo-
calizaciones de los implantes segun la planificacion
quirurgica y prostodéncica predeterminadas virtual-
mente!®-2!,

En general esta técnica es la mas precisa actualmen-
te para insertar los implantes en sus localizaciones
adecuadas ya que se fundamenta en el diagnéstico
individual del paciente segin la anatomia del reborde
alveolar edéntulo, su planificacion quirtrgica (nime-
ro, posicion, longitud y didametro de los implantes) y
prostodéncica (oclusion y perfil de emergencia) para
asegurar la mejor rehabilitacion fija funcional y esté-
ticamente favorables®>17.

No obstante, existe algin grado de desviacion con
respecto a la localizaciéon de los implantes que se
puede valorar en las zonas apical y cervical y que
suele ser mayor en el maxilar superior que en la
mandibula. Se han descrito valores medios de des-
viaciones a nivel cervical de 1 mmy de 1,5 mm a ni-
vel apical, aunque estos pequenos errores no afectan
al grado de seguridad de la cirugia guiada de implan-
tes en relacion a estructuras anatomicas importan-
tes como el nervio dentario inferior o el seno maxilar
cuyo riesgo es minimo, y ademas no es influenciado
por el grado de experiencia del cirujano?!-22,

Ademas de un volumen de hueso disponible para
conseguir la insercion y posterior oseointegracion
de los implantes mediante la colocacion de la fé-
rula quirdrgica en la técnica de cirugia guiada, es
recomendable la presencia de un tejido blando
queratinizado en la interfase huésped-implante
para asegura mas el éxito a largo plazo del trata-
miento en relacién a la estabilidad de los tejidos
periimplantarios desde un punto de vista funcional
y estético. Un tejido blando queratinizado menor
de 2 mm incrementa el acumulo de placa y con-
tribuye potencialmente a una recesion con expo-
sicién de la superficie del implante?3.

Los resultados clinicos del presente estudio demues-
tran que la carga inmediata de los implantes inserta-
dos con cirugia guiada constituye un protocolo con
un alto grado de predictibilidad en la rehabilitacion
de los pacientes edéntulos mandibulares?*. El hue-
so mandibular proporciona una buena calidad 6sea
que favorece la estabilidad primaria de los implan-
tes, requisito imprescindible para conseguir el éxi-
to de la carga inmediata. En este sentido, la CBCT
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preoperatoria puede informar al profesional, ademas
del volumen 6seo, del nivel de densidad 6sea en la
mandibula edéntula, optimizando el soporte funcio-
nal para la rehabilitacion prostodéncica inmediata
correspondiente®.

La posibilidad de realizar una carga inmediata con
los implantes insertados mediante cirugia guiada
proporciona a los pacientes un alto grado de satis-
faccion®?-1915 En este sentido, un estudio valora los
resultados a 3 anos de 30 pacientes edéntulos man-
dibulares con 117 implantes insertados cargados de
forma inmediata®. Después de un periodo de 4-6
meses se realizé la prétesis definitiva atornillada de
metalresina o metalceramica. El éxito fue del 99,2%
ya que un implante fracasé por periimplantitis a los
2 anos. A los 6 meses, los pacientes mostraron un
significativo mayor grado de satisfaccion comparado
con las prétesis convencionales?®.

Aunque la técnica de cirugia guiada y carga inme-
diata presenta resultados muy favorables, superiores
al 95% de éxito, sin embargo pueden aparecer com-
plicaciones, como pérdida de implantes, fracturas
de las guias quirtrgicas o de las prétesis, estabilidad
primaria deficiente, lo que parece indicar la nece-
sidad, como cualquier otra técnica implantolégica
compleja, de una curva de aprendizaje por el profe-
sional para conseguir el éxito del tratamiento?°.

Una estabilidad primaria deficiente puede constituir
una complicacion quirdrgica frecuente en aquellos
casos de tratamiento en maxilares edéntulos con
hueso tipo IV que puede dificultar el posterior pro-
tocolo de carga inmediata o provocar la pérdida del
implante?’. En la mandibula, sin embargo, puede ser
necesario un mayor fresado para facilitar el torque
adecuado menor de 45-50 Ncm y evitar posibles
fracturas de la férula quirtrgica o de la unién de la
plataforma con el transportador del implante?®.

Como complicaciones biolégicas mas frecuentes se
encuentran la mucositis y la periimplantitis como
consecuencia de una higiene oral deficiente y tam-
bién de antecedentes periodontales en los pacien-
tes!?. En el presente estudio clinico, lesiones de pe-
riimplantitis se observé en el 8,7% de los implantes,
aunque no provocaron su pérdida.

Las complicaciones prostodéncicas mas frecuen-
tes son las fracturas sobre todo en las rehabilita-
ciones provisionales, probablemente debidas a
que los pacientes no siguen las instrucciones del
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profesional sobre la dieta blanda o a la ausencia
de un ajuste adecuado entre la prétesis y los im-
plantes después de la cirugia®®?®. En el presen-
te estudio, 2 pacientes (8,3%) presentaron com-
plicaciones prostodéncicas relacionadas con la
fractura de la proétesis provisional de resina. En
5 pacientes (20,8%) se presentaron fracturas de
la ceramica de la rehabilitacion fija. Hay estudios
que refieren una mayor tasa de complicaciones
prostodoéncicas (por encima del 50%) que indican
la necesidad de realizar una fase protésica ade-
cuada, con una oclusion ajustada y una buena co-
nexion proétesis-implante?®.

CONCLUSIONES

El tratamiento de los pacientes edéntulos mandi-
bulares mediante un protocolo con cirugia guiada
y carga inmediata representa una opcion implan-
tolégica predecible con una elevada tasa de éxito.
Un diagnéstico clinico integral del paciente, una
valoracion por imagen 3D mediante CBCT y una
correcta planificacion quirtrgica y prostodéncica
pueden conseguir unos resultados funcionales y
estéticos muy favorables.
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Comparacion del efecto antibacteriano de
tres tipos de miel sobre el Streptococcus
mutans (ATCC® 25175™)

Comparison about antimicrobial effects of three different cain
of honey bee on Streptococcus mutans (ATCC® 25175TM

Silva CF *, Valenzuela RM **, Portocarrero MJ ***

RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano in vitro de muestras de miel de Apis mellifera producida en
la Costa, Sierra y Selva contra Streptococcus mutans ATCC 25175.

Material y métodos: Se evalué el efecto en 3 grupos distribuidos en concentraciones de 100%,
50% y 25% para cada miel. Se hicieron 5 repeticiones por grupo experimental. La sensibi-
lidad bacteriana se evalu6é mediante el método de difusion en pozo. El espécimen bacte-
riano fue reactivado en caldo nutritivo, para inocularlo en cultivo Agar Cerebro Corazén.
Resultados: Al enfrentar el microorganismo a las mieles de abeja, se obtuvo halos promedios de inhibicién
de 27,84 mmy 14,38 mm para las concentraciones de 100% y 50% de la miel de abeja de origen de sierra.
Conclusion: sin embargo, las mieles de abeja de origen costa y selva no presentaron halos de inhibiciéon.
Se concluye que la miel de abeja de origen de Sierra al 100% y 50% tienen efecto antibacteriano sobre
S. mutans ATCC 25175

PALABRAS CLAVE: miel de abeja, Apis mellifera, Streptococcus mutans. (Fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objective: To compare the in vitro antibacterial effect of samples of Apis mellifera honey produced in
Costa, Sierra and Selva against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Material and methods: The effect was evaluated in 3 groups distributed in concentrations of 100%, 50
% and 25% for each honey. Five repetitions were made per experimental group. The bacterial sensitivity
was evaluated by the well diffusion method. The bacterial specimen was reactivated in nutritious broth,
to inoculate it in heart agar culture.

Results: When facing the microorganism to the honeys of bee, average halos were obtained of inhibition
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of 27,84 mm and 14,38 mm for the concentrations of 100% and 50% of the honey of bee of origin of saw.
Conclusion: nevertheless, bee honeys of coastal and jungle origin did not present inhibition halos. It is
concluded that bee honey of Sierra origin at 100% and 50% have antibacterial effect on S. mutans ATCC

25175

KEY WORDS: honey bee, Apis mellifera, Streptococcus mutans (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La caries dental no puede desarrollarse sin la
presencia de carbohidratos fermentables en la
dieta, en particular azucar!. Es conocido que
existe diferentes factores que influyen en el de-
sarrollo de la caries dental, uno de esos facto-
res e la susceptibilidad a desarrollar caries en
presencia de carbohidratos y esta puede verse
influenciada por la genética y de los micronu-
trientes?. Existen estudios que evidencia una re-
lacion significativa entre la actividad fisica, el
comportamiento de la higiene dental y el esta-
do de la caries dental. En este sentido, existen
estudios que evidencian que el comer frutas y
verduras no tiene una relacién significativa con
el estado de la caries dental, encontrando que
los principales determinantes de la caries dental
son el consumo de azucar entre las comidas y el
cepillado dental insuficiente3*.

Sin embargo, los conceptos de caries dental
siempre han estado orientados a definirlos como
una enfermedad caracterizada por la desmine-
ralizacion del esmalte dental la ingesta dieté-
tica, las bacterias cariogénicas Streptococcus
mutans Streptococcus sanguinis o Streptococ-
cus gordonip.

En técnicas vanguardistas en las que se emplean
las secuencias de amplicones de ARNr 16S han
sido identificadas de especies como Streptococ-
cus mutans en todos los pacientes con caries,
otras especies han sido identificadas en menor
proporcion®.

La miel se ha utilizado ampliamente como agen-
te de curaciéon a lo largo de la historia de la hu-

manidad, ademas de su uso generalizado como
alimento popular. Existen varios experimentos
han determinado que la miel de abeja posee ac-
tividad antibacteriana in vitro frente a diferentes
bacterias de importancia en salud. Sin embar-
go, su actividad depende tanto de las especie
de animal, como del microorganismo evaluado,
asi se ha reportado que diferente tipos de miel
de abeja tener efecto antibacteriano frente a
bacterias gram positivas y gram negativas tales
como Staphylococcus aureus, Micrococcus lu-
teus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Shigella flexne-
ri, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa
y Acetobacter baumani como estreptococos
B-hemoliticos del grupo A7 8.

Por lo tanto, existen estudios del efecto antibac-
teriano de la miel de Apis mellifera en diferentes
microorganisnos pero hasta la actualidad no ha
sido investigada su efecto sobre los Streptococ-
cus mutans (ATCC® 25175™). Por lo que, el
objetivo de la presente investigacién se centra
en comparar tres tipos de miel de Apis mellifera
obtenidas en diferentes regiones del Peru.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron tres tipos de miel segin su ori-
gen de recoleccién en la costa, sierra y selva.
Los centros de apicultura estaban ubicados en
tres regiones del Pert como se menciona ante-
riormente, para obtener el permiso de recolec-
cion de miel de abeja se coordin6 con los pro-
pietarios quienes tenian licencia de apicultores
certificados por la SENASA - Pert, ademaés de
ser exportadores de miel de abeja. Para el pre-
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sente estudio se recolecto miel de abeja, de tres
apicultores calificados, de eucalipto al 100%
y fue envasada en un frasco de vidrio estéril,
y de color ambar. Se guard6 por 4 dias en un
lugar seco, libre de humedad y sin exposicion
a la luz artificial o solar. Pasado los 4 dias se
abri6 el frasco de las tres mieles y se procedi6
a evaluar el efecto antimicrobiano frente a la
bacteria streptoccoccus mutans siguiendo las
recomendaciones de CLS (Clinical and Labora-
tory Standars Institute)®, el cual consiste en que
para evaluar el efecto antimicrobiano puede ex-
presarse como porcentaje, se recolecto 1ml de
miel en un tubo esteril con 1 ml agua destilada,
se centrifugo a 4000 rpm por 5 minutos, luego
las fracciones solubles de la miel se usaron para
realizar las diluciones dobles seriadas y calcular
las concentraciones expresadas en porcentajes,
después fueron distribuidas en la placa de agar.
Siguiendo las orientaciones de la Clinical and
Laboratory Standars Institute, se recolect6 de
3 a 5 colonias de Streptococcus mutans ATCC
25175 que fueron seleccionadas de un cultivo
en placa de agar Cerebro Corazéon después de
24 horas de su activacion, asi mismo se toco
con un asa esteril la parte superior de cada co-
lonia formada, para transferir a un tubo con 4-5
mL de caldo Miller-Hinton y con ayuda del es-
pectrofotbmetro se midié turbidez a una longi-
tud de onda 625nm con absorbancias de 0,08
- 0,1 para bacterias equivalente a 0,5 del estan-
dar de McFarland, obteniéndose una suspensién
bacteriana resultante del a 2 x 10% (UFC/mL).
En un lapso de tiempo 6ptimo de 15 minutos
después de ajustar la turbidez de la suspensién
del in6culo, con una torunda de algodoén se ino-
culé sobre toda la superficie de una placa de
agar Cerebro-Corazén

A través del método de difusién en pozo!'?, sobre
las placas sembradas, se realizaron 5 perfora-
ciones de 6 mm de diametro, con un sacabo-
cado y se colocaron 50 pL en cada pozo de la
miel de abeja, posteriormente fueron selladas
con parafilm y se incub6 a 37 °C, por un periodo
de 24 horas y después hacer la medicion de los
halos de inhibicién de crecimiento bacteriano.

Estadistica

Para determinar la relacion del efecto antibacte-
riano de la miel de abeja en el crecimiento bacte-
riano, se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de significacién de P < 0,05. Para de-
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terminar si existe diferencia significativa entre los
tipos de miel, se empled la prueba t student

RESULTADOS

DE LA MIEL DE ABEJA

Se obtuvo 1 mL de la fraccién soluble de la miel
de abeja de origen de Costa, Sierra y Selva,
considerando frascos comerciales.

A través de la fracciéon soluble se realizé 2 dilu-
ciones doble seriadas, obteniendo concentracio-
nes (V/V) al 100%, 50% y 25% respectivamente
para cada miel dependiendo de su origen.

DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

De acuerdo al promedio de las mediciones de
los halos de inhibicién de crecimiento microbia-
no, la miel de abeja comercial de origen de la
Sierra present6 actividad antibacteriana contra
Streptococcus mutas ATCC 25175

La miel de abeja comercial de la costa y selva
no presento halos de inhibicién de crecimien-
to antibacteriana contra Sireptococcus mutas
ATCC 25175

De acuerdo a la evaluacion del efecto antibac-
teriano de la miel de abeja Apis mellifera de ori-
gen sierra, present6 inhibicién crecimiento a la

Tabla 1: Comparacién del efecto antibacteriano
de la miel de abeja Apis mellifera contra
Streptococcus mutans ATCC 25175

Apis mellifera

Concentraciones Costa Sierra Selva
Halos de inhibicion

28.10
27.40
27.78
28.12
27.82
14.46
14.82
14.6
14.25
13.75

100%

50 %

25 %

[eNeoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNo]
[eNeoNoNoNolNolNoloNoNoNoNoNoNoNe)

[cNoNoNoNe)
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Tabla 2: Evaluacion del efecto antibacteriano de la
miel de abeja Apis mellifera de origen de Sierra,
contra Streptococcus mutans ATCC 25175

Apis mellifera
Concentraciones Sierra
Halo de inhibicién (mm)
100% 28.10 2740 27.78 28.12 27.82 t=060,00
50 % 1446 1482 146 1425 13.75 P=000
25 % 0 0 0 0 0 d=1.89

concentracién del 100 y 50 %, asimismo tam-
bién se obtuvo las mediciones de los halos (Ta-
bla 2), como también el resultado estadistico se
comprobdé la diferencia con la prueba t estudent
(60,06) con un valor de P altamente significati-
vo significancia (p = 0,000) y se verifica con d
de cohen (1,89) cuya fuerza del efecto es mu-
cho mayor que el tipico.

DISCUSION

La caries dental es un importante problema de
salud publica a nivel mundial y es la enfermedad
no transmisible méas extendida'®, ademas que se
sido considerado a S. mutans, durante mucho
tiempo como uno de los principales patégenos
orales y responsables de la caries, asimismo
que forma glucanos y fructanos que promueven
la colonizacién bacteriana y son factores clave
la virulencia en la formacién de caries dental''.

En el presente estudio se evidencié que la miel
de abeja Apis mellifera de origen de Sierra tuvo
efecto antibacteriano a concentraciones del 100
% y 50 % respectivamente, ademas que la cepa
de Streptococcus mutans ATCC 25175 resultd
tener sensibilidad frente a la miel de abeja de
origen de Sierra.

La miel de abeja A. mellifera de origen de Sierra
presentaron diferentes diametros del promedio de
inhibiciéon de crecimiento de 27.84 mm y 14,38
mm, estudio coincidente con Kotris et al® quienes
revelaron la variabilidad del efecto antibacteriano
de diferentes tipos de miel de abeja con respecto
a su origen, obteniendo diferentes medidas de las
zonas de inhibicion. Esta diferencia se demuestra
que las mieles de abeja presentan una variabilidad
dependiendo del origen de su cosecha. Ademas
otros autores como Kalidasan et al.”, compararon
el efecto antibacteriano de muestras de miel natu-
ral y comercial contra bacterias patoégenas indisti-

tamente de Stretococcus mutans, obtuvieron ma-
yor actividad antibacteriana en miel natural que
miel comercial presentando zonas de inhibicion
de 26 mm y 22 mm para Staphylococcus aureus.
Otros estudios como Rani et al'? demostraron
la capacidad antibacteriana de la miel de abeja
contra bacterias meticilino resistentes y meticili-
no sensibles mostrando una zona de inhibicion de
36,2 mm y 46,16 mm respectivamente por otro
lado Murugesan K et al'>. compararon el efecto
antibacteriano de tres mieles naturales y una miel
de abeja comercial, obtuvieron rangos de inhibi-
cion de 16 a 30 mm, todas las mieles evaluadas
presentaron efecto antibacteriano (14).

Complementando el estudio, otros autores tam-
bién demostraron el efecto antibacteriano de
la miel de abeja, tal como Wasihun y Kasa'4,
evidenciaron el potencial antibacteriano frente
a bacterias multirresistentes, demostrando su
actividad bacteriostatica y bactericidad, asimis-
mo Mshelia, Adeshina y Onaolapo demostraron
también la actividad antibacteriana de la miel de
abeja de manera sinérgica con el jugo de limén
e independiente obteniendo como hallazgo su
capacidad bactericidad'>.

Con el presente estudio se puede corroborar
que la miel de abeja puede contribuir en el con-
trol del crecimiento de Streptococcus mutans,
dependiendo de su origen natural o comercial y
la region de cosecha.

CONCLUSIONES

e os resultados del estudio comparativo demos-
traron, que la miel de abeja Apis mellifera de
origen de Sierra presenté mayor efecto antibac-
teriano in vitro que el de origen de Costa y Selva
contra Streptococcus mutans ATCC 25175.

eLa miel de abeja Apis mellifera de origen de
Costa no present6 efecto antibacteriano en las
concentraciones evaluadas.

eLa miel de abeja Apis mellifera de origen de
Sierra present6 efecto antibacteriano a concen-
tracion del 100 y 50 % respectivamente.

eLa miel de abeja Apis mellifera de origen de

Selva no present6 efecto antibacteriano en las
concentraciones evaluadas.
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en el cultivo de fibroblastos gingivales

Influence of bovine fetal serum in
the culture of gingival fibroblasts

Simancas-Escorcia V*, Vergara Hernandez C**, Diaz-Caballero A***

RESUMEN

Introduccion. Los fibroblastos gingivales (FGs) son células responsables del mantenimiento de la homeostasis,
cicatrizacion y tolerancia inmunitaria del tejido conjuntivo gingival. Por sus caracteristicas fisiologicas, los FGs pue-
den ser un candidato en la terapia celular. Sin embargo, la conservacién de su fenotipo en cultivo celulares re-
quiere de condiciones estrictamente definidas. Una de ellas es la concentracion de Suero Fetal Bovino (SFB).
Nuestro objetivo es evaluar el efecto concentracién-dependiente de la suplementacién de SFB en el medio de
cultivo sobre el comportamiento, crecimiento, proliferacién y supervivencia de los fibroblastos gingivales humanos.
Materiales y métodos. FGs fueron cultivados con DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle médium) y concentra-
ciones de 0%, 0.5% y 10% de SFB durante tres semanas. Analisis morfologico, de proliferacién e inmunohistoqui-
micos fueron llevados a cabo en el presente trabajo. Se llevé a cabo un andlisis factorial de varianza (ANOVA) por
medio el software R Project. Los resultados fueron considerados significativos con un valor de p<0,05.

Resultados y Discusion. Los FGs cultivados con 10% de SFB alcanzaron un desarrollo morfolégico mas
notorio y en menor tiempo comparados con los FGs cultivados a 0.5% y 0% de SFB. La efectividad de la
concentraciéon del SFB 0,5% fue mucho mas alta en relacién a la concentraciéon del SFB 10%. La inmuno-
detencién de la actina, vimentina y fibronectina fueron mas notorias en los FGs tratados con 10% y 0.5%
de SFB. Este estudio concluye que los FGs humanos presentan una mejor capacidad de supervivencia,
desarrollo y proliferacién cuando son cultivados en presencia de SFB.

PALABRAS CLAVE: Encia; Medios de Cultivo; Medio de Cultivo Libre de Suero; Proliferacién Celular; In-
munohistoquimica.
ABSTRACT

Introduction. Gingival fibroblasts (FGs) are cells responsible for the maintenance of homeostasis, healing and
immune tolerance of the gingival connective tissue. Due to their physiological characteristics, FGs can be a
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candidate in cell therapy. However, the conservation of their phenotype in cell culture requires strictly defined
conditions. One of them is the concentration of Bovine Fetal Serum (FBS). Our aim is to evaluate the concen-
tration-dependent effect of SFB supplementation in the culture medium on the behavior, growth, proliferation
and survival of human gingival fibroblasts.

Materials and methods. FGs were cultured with DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle medium) and con-
centrations of 0%, 0.5% and 10% of SFB for three weeks. Morphological, proliferation and immunohistoche-
mical analyzes were carried out in the present work. A factorial analysis of variance (ANOVA) was carried out
using the R Project software. The results were considered significant with a value of p <0.05.

Results and discussion. The FGs grown with 10% FBS reached a more noticeable morphological development and
in a shorter time compared to the FGs grown at 0.5% and 0% FBS. The effectiveness of the concentration of the
SFB 0.5% was much higher in relation to the concentration of the SFB 10%. The immunodetention of actin, vimentin
and fibronectin were more evident in the FGs treated with 10% and 0.5% FBS. This study concludes that human
FGs have a better capacity for survival, development and proliferation when they are grown in the presence of FBS.

Fecha de recepcion: 12 de noviembre de 2018.
Fecha de aceptacion: 20 de noviembre de 2018.

KEY WORDS: Gingiva; Culture Media; Culture Media, Serum-Free; Cell Proliferation; Immunohistochemistry.

Simancas-Escorcia V, Vergara Herndndez C, Diaz-Caballero A. Influencia del suero fetal bovino en el cul-
tivo de fibroblastos gingivales. 2018; 34, (6): 299-309.

INTRODUCCION

Los fibroblastos son células mesenquimatosas ubi-
cuitarias mononucleadas, de forma alargada e in-
volucradas en diferentes funciones vitales como la
embriogénesis, la homeostasia y la reparacion tisu-
lar. Se localizan mayoritariamente en tejidos con-
juntivos blandos y participan en la sintesis de cola-
genos y glicoproteinas!’). En su estado fisiolégico,
los fibroblastos son células quiescentes sometidas a
pocas senales, pero aunque no proliferan, son me-
tabolicamente activas y capaces de sintetizar y de-
gradar los diversos elementos de la matriz extrace-
lular (MEC). Durante el periodo de quiescencia, los
fibroblastos mantienen una interaccién bidireccional
con los elementos de la MEC y otras células vecinas
a través de uniones ligando-receptor favoreciendo la
homeostasis tisular®®.

En condiciones inflamatorias, los fibroblastos son ca-
paces de modificar su fenotipo. Esta transformacion
fenotipica hace posible la proliferacion, migracion,
remodelacion de los elementos de la MEC y sintesis
de citoquinas implicadas en la cicatrizacion®. Aun-
que todas estas caracteristicas son comunes a todos
los fibroblastos, existe una variacion fenotipica entre
los fibroblastos de tejidos diferentes, conocida como
heterogeneidad inter-tisular mientras que la varia-
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cion de fenotipo al interior de un mismo tejido, se
denominada heterogeneidad intra-tisular. La pertur-
bacién de las células fibroblasticas a lo largo de su
morfogénesis o en el transcurso de su participacion
en los procesos de cicatrizacion, puede generar di-
versos procesos patolégicos, entre ellos, la altera-
cién de la interaccién con las células inflamatorias,
evento que da origen a procesos patologicos™. Al-
teraciones en la reparacion tisular puede dar lugar a
una producciéon excesiva de tejido fibroso cicatricial,
provocando una cicatriz hipertrofica o queloides. Asi
mismo, los fibroblastos, como cualquier otra célula
del organismo, pueden ser objeto de una transfor-
macién maligna que desencadenaria en un proceso
cancerigeno de tejido conjuntivo®.

En la cavidad bucal, los fibroblastos gingivales (FGs)
constituyen entre un 60-70% de las células del tejido
conjuntivo gingival, es decir, un promedio de 200.106
células por cm3®). Los FGs participan en el mante-
nimiento de la homeostasis del tejido conjuntivo, su
cicatrizaciéon y en los proceso de respuesta y toleran-
cia inmunitaria”. Con un perfil de expresion genético
especifico, los FGs presentan aspectos fenotipicos y
funcionales tinicos que le permiten llevar a cabo la re-
paracion y curacion de heridas a un ritmo mayor en
comparacién con otros tejidos del organismo, incluso
sin generar la formacién de lesiones causada por el
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crecimiento exagerado de tejido cicatrizal. Esta ca-
racteristica es atribuible al rol del tejido vascular, que
aporta los elementos nutritivos necesarios; las células
epiteliales, que iniciada una lesién, migran para re-
construir el epitelio; la saliva, que favorece una hume-
dad favorable en la cicatrizacidén, ademas de contener
los factores de crecimiento EGF, TGF-B, FGF vy, los
iones, que favorecen las reacciones enzimaticas®. In
vivo, los FGs son células fusiformes constituida de un
nucleo voluminoso, reticulo endoplasmico y aparato
de Golgi bien desarrollado junto a numerosas mito-
condrias, vacuolas y vesiculas. In vitro, a diferencia
de su aspecto in vivo, los FGs presentan un nimero
considerado de contactos intercelulares (uniones gap
y uniones adherentes) con un citoesqueleto integrado
por microfilamentos de actina y vimentina®.

El potencial de cicatrizaciébn y/o regeneracién de
la encia humana ha permitido posicionar a los FGs
como células claves en este proceso. En conse-
cuencia, los FGs autélogos parecen ser un candi-
dato en la terapia celular con miras en la reparacion
de otros tejidos. Sin embargo, la obtencion de un
crecimiento adecuado de los FGs mediante el cul-
tivo celular, conservando su fenotipo y aspectos
fisiologicos, requiere de condiciones estrictamente
definidas y acorde a las caracteristicas micro-am-
bientales en las que se encuentran estas células in
vivo, respetando el pH, osmolaridad, temperatura y
el oxigeno®. Este micro-ambiente deberéa ser pro-
porcionado por las condiciones de cultivo celular.
De una parte, el soporte del cultivo prevera las con-
diciones apropiadas por medio de su revestimien-
to, para la fijacion de las células. Y de otro lado, el
medio de cultivo, aprovisionaré los nutrientes, sales,
hormonas y factores de crecimiento a las células®.
De manera casi sistematica, los medios de cultivo
celular son suplementados con Suero Fetal Bovino
(SFB). El SFB es una mezcla compuesta de un va-
riado niimero de factores como glucosa, proteinas,
vitaminas, oligoelementos, hormonas y factores de
crecimiento esenciales para el mantenimiento, cre-
cimiento y proliferacion de las células?.

La utilizacién de SFB en los cultivos celulares es objeto
de muchos debates, de una parte, por la existencia de
una amplia variacion en su composicion, que permiti-
ria la introducciéon de elementos que pueden ocasionar
efectos inhibidores en el desarrollo y la diferenciacion
de las células, y por otro lado, la posibilidad de una
contaminacion biolégica proveniente de la linea de
produccién del SFB, que representa un riesgo biol6gi-
co importante en su utilizaciéon'!. Sin embargo, a pe-

sar de la discusion y los riesgos biologicos que repre-
senta la utilizacién del SFB, este suplemento continua
siendo utilizando de manera rutinaria en el cultivo de
células dada su provision de factores de crecimiento y
en consecuencia, su rol en la proliferacion y supervi-
vencia de las células cultivadas('?.

Para comprender los mecanismos implicados en la
regeneracion de la encia, el desarrollo de un modelo
in vitro a partir de los fibroblastos gingivales se hace
necesario. Asi, la comprensién de los aspectos fi-
siolégicos de estas células requiere prioritariamente
la caracterizacion de los elementos necesario para
su cultivo, entre ellos, el SFB y su influencia en el
desarrollo de los procesos fisiolégicos de los FGs. El
presente trabajo busca evaluar el efecto concentra-
cién-dependiente de la suplementaciéon de SFB en
el medio de cultivo sobre el comportamiento, cre-
cimiento, proliferacion y supervivencia de los fibro-
blastos gingivales humanos.

MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Los fibroblastos gingivales fueron amplificados a par-
tir de biopsias provenientes de donantes clinicamente
sanos. La biopsia fue realizada en la zona de premo-
lares superiores de paciente sometido a la extraccion
de dichos érganos dentales por razones ortodonticas.
El tejido gingival recuperado fue lavado dos veces en
una solucién salina tamponada con fosfato (PBS 1X,
Gibco™) suplementada con 1% de penicilina-estrep-
tomicina (10,000 U/mL) (Gibco™). A continuacion,
el tejido gingival fue seccionado con un bisturi estéril
en porciones de 1-2 mm3 y luego incluidos en cajas
de Petri (Gosselin™) para su cultivo. El medio de cul-
tivo utilizado estaba compuesto por DMEM (Dulbec-
co’s modification of Eagle médium) (1X) con Gluta-
MAX™ (Gibco™), 20% de Suero Fetal Bovino-SFB
(Gibco™), 1% de penicilina-estreptomicina (10,000
U/mL) (Gibco™), 0,5 de Anfotericina B (Gibco™) y
50 pm/mL de acido ascorbico (Gibco™). La caja de
Petri con el tejido y el medio de cultivo fueron incuba-
dos a 37°C en una atmosfera himeda que contenia
5% de CO2, siendo posteriormente reemplazado dos
veces por semana hasta la obtencion de células a una
confluencia de 70-80%.

Una vez obtenida la confluencia deseada, las células
fueron disociadas de su soporte mediante Trysine
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EDTA (Gibco™) y cultivadas en frascos de 25 cm?2
en tres medios de cultivo diferentes: Medio de cultivo
1 (DMEM + SFB 10%), compuesto de DMEM (1X)
con GlutaMAX™ (Gibco™), 10% de Suero Fetal Bo-
vino-SFB (Gibco™), 1% de penicilina-estreptomici-
na (10,000 d/mL) (Gibco™), 0,5 de Anfotericina B
(Gibco™). Medio de cultivo 2 (DMEM + SFB 0.5%),
constituido por los mismos elementos del medio de
cultivo 1 pero con 0.5% de Suero Fetal Bovino-SFB
(Gibco™). Medio de cultivo 3 (DMEM + SFB 0%),
compuesto por los elementos descritos en el medio
de cultivo 1 en ausencia de SFB. Cada pasaje celu-
lar correspondia alrededor de una semana de culti-
vo. Las células fueros tripsinisadas cuando las cé-
lulas se encontraban entre 80-90% de confluencia.

ANALISIS MORFOLOGICO

La forma de las células fue observada a lo largo del
proceso de proliferacion y en estado confluente me-
diante un microscopio de contraste de fases (Zeiss)
equipado de una camara fotografica.

PROLIFERACION

Con el fin de comparar la proliferacion celular, poste-
rior a ser tripsinisadas y contadas, 2000 células/pozo
fueron cultivadas por triplicado en placas de 24 pozos
en los medios de cultivo 1 (DMEM + SFB 10%), medio
de cultivo 2 (DMEM + SFB 0.5%) y medio de cultivo
3 (DMEM + SFB 0%). La proliferacion fue evaluada a
24, 48, 72 y 96 horas mediante el contaje de células
gracias a la coloracion fluorescente en azul del ADN
de las células cultivadas mediante Hoechst 33342
(Thermo Fisher Scientific) y registradas mediante un
microscopio de contraste de fases (Zeiss) equipado de
una camara fotografica. El analisis fue llevado a cabo
mediante el software ImageJ.

INMUNOHISTOQUIMICA

Alos 7 dias de cultivo celular, las células destinadas a la
detencion inmunolégica fueron fijadas mediante la utili-
zacion de una soluciéon de PBS1X (Gibco™) que conte-
nia 4% de paraformaldehido (Sigma-Aldrich®) durante
12 minutos. Con el fin de una mejor detencién de las
moléculas intracelulares, las células fueron permea-
bilizadas utilizando 0.5% de Triton X-100 (Sigma-Al-
drich®), para evitar una eventual coloracién no espe-
cifica, las células fueron incubadas durante 20 minutos
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en PBS1X que contenia 1% de BSA (Sigma-Aldrich®) /
1% de glicina (Sigma-Aldrich®) a temperatura ambien-
te. Posteriormente, las células fueron puestas en con-
tacto con los anticuerpos primarios a 4°C durante toda
la noche. Para la doble inmunofluorescencia, los anti-
cuerpos primarios se incubaron conjuntamente. Pasado
este tiempo, las células fueron colocadas en contacto
con los anticuerpos secundarios apropiados durante 2h
a temperatura ambiente. Los nucleos celulares fueron
coloreados con DAPI (Life Technologies Corporation),
seguido por el montaje de las células mediante la solu-
cién Immu-MountTM (Thermo Scientific).

Los anticuerpos primarios utilizados para la colora-
cién inmunolodgica fueron: anti-Fibronectin sc-71113
(Santa Cruz Biotechnology, INC) (1/200), anti-Vimen-
tin (Sigma-Aldrich®) 1/200. Los anticuerpos secun-
darios fueron Alexa Fluor 488 donkey anti-ratén (Life
Technologies Corporation) -1/400 y Alexa Fluor 594
donkey anti-raton (Life Technologies Corporation)
-1/400, respectivamente. La coloracién mediante la
faloidina fue realizada después de la incubacion del
segundo anticuerpo, utilizando Alexa FluorTM 594
Phalloidin (Thermo Fisher Scientific) durante 15 mi-
nutos y siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Todas las coloraciones fueron observadas utilizando el
microscopio confocal Zeiss LSM 710.

ANALISIS ESTADISTICO

Se debut6 con los calculos estadisticos descriptivos
para identificar la dinamica de la variable respuesta
(proliferacién), luego se defini6 las hipotesis del di-
seno experimental y posteriormente se llevo a cabo
un analisis factorial de varianza (ANOVA) con el fin
de validar las hipétesis. Las diferencias entre los pe-
riodos de tiempo se llevoé a cabo por medio de un
andlisis post Hoc (Prueba de Turkey). Finalmente,
se comprobo¢ la validez del modelo y resultados me-
diante la validacion de supuestos teniendo en cuen-
ta la homocedasticidad (prueba de Bartlett), inde-
pendencia (test Durbin-watson) y normalidad de
los residuos (prueba de Shapiro-Wilk). Los célculos
y graficas fueron obtenidos a través del software R
Project version 3.4. Los resultados fueron conside-
rados como significativos con un valor de p<0,05.

DECLARACION SOBRE ASPECTOS ETICOS

Para su ejecucion, esta investigacion tuvo en cuenta
las normas éticas establecidas en la declaracion de
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Helsinki, y previa autorizacion del consentimiento
informado por parte del paciente.

RESULTADOS

La influencia sobre los fibroblastos gingivales en tres
condiciones de cultivo celular con concentraciones de
0%, 0.5% y 10% de SFB fueron estudiadas en este tra-
bajo. En todas las condiciones testadas, los fibroblastos
sobrevivieron a lo largo de 7 dias y, al ser observados
microscoOpicamente, estas células mostraron un aspec-
to fusiforme, acompanado de un nacleo voluminoso
durante la proliferacion y/o confluencia. (Figura 1, A-I).
En funcién de la concentraciéon del suero fetal bovino,
una variacion en el nimero y confluencia de los fibro-
blastos gingivales fue constatada (Figura 2, A-I). En la
condiciéon de cultivo 1 (DMEM + SFB 10%), se pudo
apreciar que los FGs alcanzaron una confluencia de
aproximadamente 80% luego de 24 horas de ser cul-
tivadas (Figura 2,A). Por su parte, en la condicién de

DMEM+ SFB 0.5%

DMEM+ SFB 0.5%

DMEM+SFB 0.5% |

Figura 1.
Microfoto-
grafias mues-
tran marcaje
de los nu-
cleos en azul
(Hoechst) de
los fibroblas-
tos gingivales
después de
ser cultivadas
con SFB 10%
(A,B,C), SFB
0,5% (D,E,F)
y SFB 0%
(GH]J)a

24, 3d,y 7d.
SFB: Suero
Fetal Bovino.
Barra blanca:
200 um

DMEM+ SFB 0%

DMEM+ SFB 0%

DMEM+ SFB 0%

cultivo 2 (DMEM + SFB 0.5%), los FGs se vieron con
una confluencia de alrededor 80% a los 3 dias de cultivo
(Figura 2, E) mientras que en la condicion de cultivo 3
(DMEM + SFB 0%), los FGs alcanzaron una confluencia
estimada de 50-60% a los 7 dias después de ser cultiva-
das (Figura 2, I).

Una cantidad no cuantificable de células flotantes
fueron observadas especialmente durante la prolife-
racion celular en la condicién de cultivo 3 (DMEM +
SFB 0%), pero estas células fueron desapareciendo
con el paso de los dias luego de los cambios respec-
tivos del medio de cultivo (Figura 2. G,H,I).

PROLIFERACION
En promedio la proliferacién de los FGs cultiva-
dos a 24 horas en las concentraciones de SFB

0%, 0.5% y 10% fueron de 34.76, 45.89 y 53.96
respectivamente. Hubo un aumento progresivo
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constante en la proliferacion de los FGs has-
ta alcanzar un promedio a las 96 h de 54.67,
65.88 y 84.73 en las concentraciones de SFB
0%, 0.5% y 10%, respectivamente. El coeficiente
de variacion fue casi idéntico en todos los pe-
riodos de tiempo dentro de un rango de 22%-
23%, indicando una dispersién baja y homogé-
nea en los periodos mencionados (Figura 3A).
La mediana de proliferacion fueron similares al
promedio de la proliferacion de los FGs, confir-
mando la homogeneidad de los datos. La prue-
ba de contraste de hipétesis permitié inferir que
hubo diferencias estadisticamente significativas
en al menos dos periodos de tiempo durante la
proliferacién de FGs. La prueba de Turkey iden-
tifico que hubo diferencia estadisticamente sig-
nificativa en el periodo de proliferacién celular
comprendido entre 24 a 72h, 24 a 96h y 48 a
96h. Estos resultados son validados en la Figura
3B. La validacién de supuestos permiten men-
cionar que existe la suficiente evidencia estadis-
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Figura 2.
Microfo-
tografias
muestran la
migracion de
las células
fibroblasticas
de la encia
después de
ser cultivadas
con SFB 10%
(A,B,C), SFB
0,5% (D,E,F)
y SFB 0%
(G,H,I)a 24
horas, 3y 7
dias. DMEM:
Dulbecco’s
modification
of Eagle mé-
dium. SFB:
Suero Fetal
Bovino. Ba-
rra blanca:
1000 um

tica para afirmar que el tiempo suele influir en la
proliferacién de los FGs.

La concentraciéon del SFB arrojaron en promedio
diferentes niveles de penetracion, sin embargo, la
razén de cambio fue similar aun cuando el cambio
de SFB 0% - SFB 0.5% no es igual de proporcional
a una concentraciéon de SFB 0,5% — SFB10%. Se
cumplieron los supuestos del anélisis de varianza
(homocedasticidad, independencia y normalidad
de los residuos del modelo). La ANOVA evidencia
que la concentracién de SFB influye significativa-
mente en la proliferacién de las células. La prueba
Tukey evidencié que existieron diferencias esta-
disticamente significativas entre las concentracio-
nes de SFB, confirmando que esta variable afecta
la proliferacién de FGs (Figura 3C). Sin embargo,
la efectividad de la concentracion del SFB 0,5%
fue mucho mas alta en relacion a la concentracion
del SFB 10% , indicando que la efectividad en la
proliferacion de FGs estudiada no fue lineal.
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Figura 3. Proliferacion celular de Fibroblastos gingivales. (A) Grafico de medias de la proliferacion de los fibroblastos gingivales
con diferentes concentraciones de SFB a las 24,48,72 y 96 horas. (B) Diferencias estadisticamente significativa en la proliferacion
de fibroblastos gingivales entre 24 a 72h (p=0.02078); 24 a 96h (p=0.00004) y 48 a 96h (p=0.00637). (C) Diferencias estadistica-

mente significativa en la proliferacion de fibroblastos gingivales cultivados a concentraciones entre SFB 0% a 0.5% (p=0.00001);

SFB 0% a 10% (p=0.00000) y SFB 0.5% a 10% (p=0.00045). SFB: Suero Fetal Bovino. * p<0,05.

MATRIZ EXTRACELULAR Y CITOESQUELETO

La unién, adhesién e incluso la migracién celular
son procesos realizados entre las diferentes mo-
léculas de la MEC vy las células que la componen.
Después de 7 dias, los fibroblastos gingivales cul-
tivados a diferentes concentraciones de SFB mos-
traron mediante inmunohistoquimica la expresién
de la fibronectina y la actina. La expresion de la
fibronectina fue detectada, aunque con una no-
table variacion en las diferentes condiciones de
cultivo (Figura 4. A,B,C). Los FGs tratados con el
cultivo 1 (DMEM + SFB 10%) demuestran una im-
portante y compacta red de uniones en su MEC a
través del inmunomarcaje de la fibronectina (co-
loracién verde) (Figura 4. A) en comparacion a
la evidenciada en los FGs cultivados con el medio
de cultivo 2 (DMEM + SFB 0.5%) (Figura 4.B) y
el medios de cultivo 3 (DMEM + SFB 0%) (Figura
4.C). Los FGs expuestos con el medio de culti-
vo 3 (DMEM + SFB 0%) aunque registran cierta
cantidad de nucleos marcados (en azul) exponen
visiblemente una cantidad reducida de interaccio-
nes y por ende, mayor cantidad de espacio inter-
celular (Figura 4.C).

Con el objetivo de constatar la estructura del ci-
toesqueleto, el inmunomarcaje de la actina de los
fibroblastos gingivales mediante la faloidina fue
positiva e independiente de las diferentes condi-
ciones de cultivos utilizadas en el presente estudio
(Figura 4. D,E,F). No obstante, en el medio de
cultivo 1 (DMEM + SFB 10%) (Figura 4.D), segu-
ramente por la mayor cantidad de células presen-

te, el marcaje de la faloidina mostr6 la existencia
de una relacién muy préxima entre los FGs, as-
pecto que no fue similar en los FGs cultivados con
el medio de cultivo 2 (DMEM + SFB 0.5%) (Figura
4. E) y el medio de cultivo 3 (DMEM + SFB 0%)
(Figura 4.F).

Mediante doble inmunofluorescencia, la mono-
capa de células gingivales cultivadas a diferentes
concentraciones de SFB reflejaron la expresion
de las proteinas: vimentina y fibronectina (Figura
5.A-I). De manera similar a los resultados halla-
dos precedentemente, los fibroblastos gingivales
en contacto con el medio de cultivo 1 (DMEM +
SFB 10%) registraron una mayor red entre las mo-
léculas de la MEC vy las células, de acuerdo a lo
identificado con la fibronectina y, una significati-
va apreciacion de la vimentina, proteinas fibrosas
que forman los filamentos intermedios del citoes-
queleto (Figura 5.A,B,C). En las células cultivas
con el medio 2 (DMEM + SFB 0.5%) (Figura 5,
D,E,F) y el medio de cultivo 3 (DMEM + SFB 0%)
(Figura 5, G,H,I) aunque fue evidente la expre-
sion de la fibronectina y la vimentina, se evidenci6
una red menos compacta en comparacion con los
FGs cultivados con el medio de cultivo 1.

DISCUSION

Este estudio ha permitido mostrar in vitro la super-
vivencia, proliferaciéon, comportamiento y organi-
zacion en forma de monocapa de los FGs humanos
cultivados a diferentes concentraciones de SFB. El
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Figura 4 Microfotografias muestran proteina de la matriz extracelular y el cito-
esqueleto mediante inmunofluorescencia de fibroblastos gingivales a diferentes
concentraciones de SFB. Inmunomarcaje de la fibronectina (A,B,C) y los fila-
mentos de actina por medio de la faloidina (D,E,F) de fibroblastos gingivales a
los 7 dias de cultivo en SFB 10%, SFB 0,5% y SFB 0%. Los nucleos fueron co-
loreados con DAPI (azul). DMEM: Dulbecco’s modification of Eagle médium.

SFB: Suero Fetal Bovino. Barra blanca: 200 um.

suero fetal bovino contiene una variedad de fac-
tores de crecimiento, que inciden en la supervi-
vencia, proliferacién y diferenciaciéon celular’®. La
eleccién de una concentraciéon diferencial de SFB
nos faculta a decir que este componente es vital en
los cultivos de células y tiene un influencia determi-
nante en la vida, proliferacion y ciertamente, en las
funciones fisiol6gicas de los fibroblastos gingivales.
En las tres condiciones testadas, hemos constatado
que los FGs son capaces de continuar proliferando
durante una semana y alcanzar su confluencia en
tiempos diferentes. Constancia de ello y conservan-
do una misma cantidad de células desde el inicio
del cultivo en las tres concentraciones de SFB, los
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DMEM+ SFB 10%

DMEM+SFB 0%

FGs cultivados con una concentracion de
10% de SFB presentaron una adherencia
y confluencia mucho mas temprana en
comparacion la concentracion de 0.5% y
0% de SFB. De hecho, en esta ultima con-
centracion, los FGs, luego de una semana
de cultivo, no presentaron una confluen-
cia completa ni igual a la obtenida com-
paradas con células que fueron cultivadas
a 0.5% y 10% de SFB.

DMEM+SFB 0.5%

El SFB, quien desempena un rol esencial
en el crecimiento de las células en cul-
tivo, su metabolismo y estimulacién de
su proliferacién, ha sido probablemente
el responsable de la variacién en la con-
fluencia de las células fibroblasticas es-
tudiadas en este trabajo. Intuimos que la
ausencia de SFB en el medio de cultivo 3,
seguramente fue un factor determinante
en el ausencia de hormonas estimulan-
tes en el crecimiento y proliferacion de
las células tales como: el factor de creci-
miento epidérmico (EGF), factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), factores de crecimiento similares
ala insulina I y I (IGF-I, IGF-II)4. Proba-
blemente la ausencia de SFB minimizara
la presencia de factores de estabilizacion
y de detoxificacién que inhiben las pro-
teasas como la Alfa 1-antitripsina o la
Alfa-2 macroglobulina y otras moléculas
toxicas, necesarios para el mantenimien-
to del pH celular. Otro aspecto que tam-
bién pudo haber afectado el crecimiento
de las células fibrobléasticas en ausencia
de SFB fue la disminucién y/o ausencia
del transporte de proteinas portadoras
de las hormonas, minerales, elementos como la
transferrina y el transporte de lipidos como las li-
poproteinas!.

Independientemente del porcentaje de confluencia
que los FGs presentaron a lo largo de su cultivo
a diferentes concentraciones de SFB, anatomica-
mente estos se distinguieron por presentar un na-
cleo ovalado, un aspecto fusiforme y dimensiones
variables. De acuerdo a los resultados, los FGs
cultivados con 10% de SFB alcanzaron un desa-
rrollo morfolégico mas notorio y en menor tiempo
comparados con los FGs cultivados a 0.5% y 0%
de SFB. De hecho, los fibroblastos cultivados a 0%
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de SFB no llegaron a alcanzar el mismo desarro-
llo morfolégico en comparacién con los otros dos
grupos de fibroblastos, incluso luego de 21 dias de
cultivo celular (resultados no mostrados). Proba-
blemente, este aspecto fue la consecuencia de un
numero reducido de factores de crecimientos dada
la ausencia del SFB, que dificulté la principal fun-
cion de los fibroblastos como es la produccién, or-
ganizacion, y remodelacién de la MEC®. En con-
secuencia, la alteracion del buen funcionamiento
de los fibroblastos impidi6 su comunicacién con
otros tipos de células por contacto directo, me-
diante la creacién de una red de comunicaciéon ce-
lular o incluso mediante la secrecion y liberacion
de moléculas como factores de crecimiento y/o
citoquinas en la MEC. Estos diferentes métodos
de interacciones hacen posible que los fibroblas-
tos contribuyan a la homeostasis tisular, es decir,
les permite intervenir en el equilibrio cualitativo y
cuantitativo de los componentes de la MEC nece-
sarios para la funcionalidad tisular®.
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Con una representacién cercana a un tercio de
células del tejido conjuntivo gingival, los FGs sin-
tetizan colageno, glicoproteinas, glucosaminogli-
canos entre otras proteinas, pero a diferencia de
otras MEC, ciertos componentes puede ser cuanti-
tativamente menos sintetizados®. Nuestros resul-
tados demuestran la presencia de la fibronectina,
glicoproteina estructural cuya funcion es asegurar
las uniones entre las moléculas de la MEC y las
células, fue observada en todas las condiciones
de cultivo utilizadas en este estudio. Sin embargo,
una menor distribucién de la fibronectina fue en-
contrada en las células fibrobléasticas cultivas con
0% de SFB, revelando eventualmente la dificultad
en la adhesion y migracion de los FGs carentes de
diversos factores de crecimiento cuyo efecto fue
constatado con la observacion de una cantidad no
cuantificable de células flotantes los primeros dias
de cultivo. Aunque una de las principales molécu-
las secretadas por la MEC presenta una menor dis-
tribuciéon entre los fibroblasto cultivados con 0% de
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SFB, un andlisis de la expresion de ARN de la fi-
bronectina pudiese ser necesaria en la determina-
cion de una probable alteracién de esta molecular
en las tres condiciones de cultivo presentadas.

La visualizaciéon de la distribuciéon de la actina (gra-
cias a la faloidina) y de la vimentina, una proteina
fibrosa que participa en la formacion de los fila-
mentos intermedios del citoesqueleto sirviendo de
soporte para las organelas intracelulares, estuvie-
ron presentes en los FGs cultivados y estudiados en
nuestro trabajo. Si bien, la visualizacién de la acti-
na y la vimentina fueron siempre mas notorias en
los fibroblastos gingivales tratados con 10% y 0.5%
de SFB, su expresion también fue visualizada en la
condicion de cultivo con 0% de SFB. Una caracte-
rizaciéon morfolégica mediante microscopia elec-
tronica a transmision y de barrido podria revelar si
existe diferencias significativas en la estructura de
la MEC de los FGs, influenciados por la variacion
de la concentracion de SFB. La existencia de una
optima organizacion de la MEC producida por los
fibroblastos gingivales nos permitiria confirmar que
los fibroblastos se encuentras fisioldgicamente acti-
vos y capaces de responder de manera adecuada en
un eventual proceso de cicatrizacion.

Gracias a este estudio, se ha constatado la impor-
tancia de SFB en la supervivencia y proliferacion
de los FGs humanos. Sin embargo, es necesario
continuar explorando el impacto de diferentes
condiciones de cultivo celular sobre las organelas
citoplasmaticas de los FGs in vitro. Un mejor co-
nocimiento de todos los aspectos fisiologicos ce-
lulares de los fibroblastos gingivales nos permitira
comprender los mecanismos implicados en el po-
der regenerativo de la encia y la probable utiliza-
cion de estas células en la terapia celular, no solo
a nivel de cavidad bucal sino como tratamiento de
procesos patolégicos sistémicos.

CONCLUSION

Este estudio sugiere que los fibroblastos gingiva-
les humanos presentan una mejor capacidad de
supervivencia, desarrollo y proliferacion cuando
son cultivados en presencia de SFB. En efecto, un
analisis exhaustivo de los componentes del medio
de cultivo, asi como la concentracion y los com-
ponentes del SFB deben ser considerados en de-
talle con el fin de recrear un ambiente in vitro los
mas cercano posible a las condiciones in vivo en
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la que se hallan inmersas los FGs humanos.
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Main risk behaviors on Human Papillomavirus
in Argentine university students
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RESUMEN

Introduccion: El Papilomavirus Humano (VPH) es una enfermedad de transmision sexual, siendo los estudiantes
universitarios una poblacién vulnerable para adquirir esta infeccion. La educacion sexual es una estrategia funda-
mental en la promocién de la salud y prevencién de la misma. Objetivo: Describir principales conductas de ries-
go sobre VPH en estudiantes universitarios. Materiales y métodos: Se seleccionaron estudiantes de Facultad de
Odontologia de Universidad Nacional del Nordeste durante 2010. Luego del consentimiento informado, se empled
cuestionario anénimo sobre conductas sexuales de riesgo en relacion al VPH.

Resultados: Quedaron incluidos 61 estudiantes; 47 (77 %) mujeres y 14 (23 %) hombres. La edad media fue 22
anos. Se observé que 36 (59%) tuvieron relaciones sexuales precozmente, (13 anos y 27).En41 (67 %) refirié haber
tenido dos o més parejas sexuales. Se observo que 26 (43 %) nunca o rara vez usaron preservativos. Del total 33 (54
%) refirid sexo oral ; 25 (41 %) no consumié anticonceptivos orales. El consumo de alcohol se observé en 31 (51 %).
Conclusion: Las principales conductas de riesgo para la infeccién por VPH en esta poblacién fueron haber
tenido dos o mas parejas sexuales, sexo oral y consumo de alcohol.

PALABRAS CLAVE: VPH, universitarios, comportamientos de riesgo.

ABSTRACT

Background: Human papillomavirus (HPV) is a sexually transmitted disease, being college students vulnerable
to acquiring this infection population. Sex education is a key strategy in promoting health and preventing it. To
describe major risk behaviors in college students about HPV. Methods: Students of Faculty of Dentistry, National
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University of the Northeast were selected in 2010. After informed consent, anonymous questionnaire on sexual

risk behavior in relation to HPV was used.

Results: 61 students were included; 47 (77%) women and 14 (23%) men. The mean age was 22 years. It was
observed that 36 (59%) had sex early (13 and 27) .In 41 (67%) reported having had two or more sexual part-
ners. It was observed that 26 (43%) never or rarely used condoms. Of the total 33 (54%) reported oral sex; 25
(41%) did not consume oral contraceptives. Alcohol consumption was observed in 31 (51%).

Conclusion: The main risk behaviors HPV infection in this population were to have had two or more sexual

partners, oral sex and alcohol.

KEY WORDS: HPV, college students, risk behaviors.
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INTRODUCCION

La infeccion por Papilomavirus Humano (VPH) es
una enfermedad de transmision sexual (ETS), que
afecta a un alto porcentaje de mujeres jovenes de
todo el mundo, principalmente de paises en de-
sarrollo, cuyas edades fluctian entre los 20 y 25
anos(?. La alta incidencia de infecciéon por VPH
estd asociada al inicio precoz de la actividad se-
xual, mayor frecuencia de actividad sexual en la
etapa de adolescentes y adultos jévenes y mayor
numero de parejas sexuales®*. La importancia
de la infeccién por VPH, radica en ser el principal
factor etiolégico del cancer cervicouterino (CC)®.
A pesar que la infeccion por VPH estd ampliamen-
te difundida en el mundo!®, es una infeccién atn
desconocida por parte de la poblacién en riesgo,
lo que asociado a diversos factores culturales,
favorecen el desarrollo de creencias que dificul-
tan su prevencién y diagnéstico precoz®37®. Las
creencias!”® interfieren en las conductas preven-
tivas y por lo tanto, en la toma informada de deci-
sién en salud”?. Segun datos de la OMS (2004),
el CC es uno de los mayores problemas de salud
publica mundial, constituyendo la primera causa
de muerte en las mujeres de los paises en desa-
rrollo, como América Latina y el Caribe, donde
la mortalidad por esta patologia sélo es superada
por paises de Africa Oriental y Melanesia‘?.

En la actualidad existen pocas medidas de salud
publica estructuradas para educar a la poblacion
sobre la asociacion del VPH y el CC!'Y| por consi-
guiente, resulta de vital importancia incorporar en
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los programas de educacion y pesquisa, aspectos
relacionados a esta condicién, teniendo en consi-
deracion las barreras que se presentan en relacion
a las ETS y al CC descritas ampliamente en la
literatura nacional e internacional en especial lo
concerniente al CC y su forma de pesquisa®!213),
Estudios realizados aluden a la carencia de pro-
gramas que tiendan a la prevencion orientada a la
poblacion objetivo, desde el prisma de la cultura y
creencias de la poblacién, de manera que permi-
tan la toma de decision en salud sobre la enferme-
dad y las conductas de prevencion?.

Una de las razones principales de la efectividad
del programa de screening en los paises desa-
rrollados ha sido su alta cobertura para el Test
de Papanicolaou'¥. Sin embargo, alcanzar altos
niveles de cobertura en los paises en desarrollo
ha sido una tarea mucho mas dificil, debido a la
dificultad para ponerse en contacto con muje-
res para el screening'?. Los determinantes de la
participacion de las mujeres en el screening son
los conocimientos y creencias sobre el CC y las
estrategias preventivas(’®. En Argentina, los da-
tos del analisis de la encuesta nacional de facto-
res de riesgo realizada en 2005 revelaron que el
44% de las mujeres sin seguro de salud nunca se
realizaron un Test de Papanicolaou('®. Los resul-
tados de un estudio indican que en Argentina la
falta de conocimiento se asocié con no haberse
sometido al screening!'”. En Argentina, segun la
Encuesta Nacional sobre el Uso y el Gasto en
Servicios de Salud demostré que el 75% de las
mujeres habian tenido al menos un contacto con
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el sistema de salud en el ano previo al estudio'®.
Esto indica que se pierden oportunidades en los
servicios de salud para fomentar que las muje-
res se realicen el control cervical’”. Segin un
estudio realizado en Argentina sobre el conoci-
miento de VPH hall6é que sélo el 47% de mujeres
examinadas y 30 % de las no examinadas nunca
habian oido hablar del VPH. Ademas, las muje-
res que habian oido hablar del VPH sabian muy
poco sobre el virus y su relacién con CCU7. En
el nuevo escenario de prevencion del CC se hace
aun mas necesario proporcionar a las mujeres in-
formacién precisa sobre éste y el VPH para que
puedan tomar decisiones informadas sobre el
uso de nuevas técnicas. En Argentina, un anali-
sis de la Encuesta Nacional de Factores de riesgo
mostré que las mujeres que no tenian seguro de
salud eran menos probable que se hayan realiza-
do el screening en los ultimos dos anos(!. Este
hecho podria estar vinculado a las deficiencias
en la infraestructura y la organizacion de algunos
centros de salud publica en Argentina®?.

En Argentina, las actividades de prevencion im-
plementadas en los ultimos 20 anos no han sido
efectivas para reducir significativamente la mor-
talidad por CC. La experiencia de los paises de-
sarrollados ha demostrado que es posible reducir
la carga de la enfermedad mediante la aplicacion
organizada de programas de screening®). Sin
embargo, los resultados presentados en un estu-
dio demuestran que los programas en Argentina
tienen como problema la baja cobertura de citolo-
gla vaginal y ausencia de controles de calidad, asi
como la falta de sistemas de monitoreo y evalua-
cién. Ademas senalan que el nivel de cumplimien-
to de las recomendaciones nacionales es bajo, y
que en general, no fueron traducidos en accién a
nivel provincial. Los Programas provinciales reco-
miendan mas screening para rangos etarios mas
amplios y con una frecuencia mayor que la reco-
mendada por el programa nacional (35-64 anos
de edad; anualmente durante 2 anos y si es ne-
gativo, cada 3 anos). Esto podria limitar la posi-
bilidad de aumentar la cobertura ya que muchos
laboratorios de citologia no tienen los recursos hu-
manos y equipos necesarios®®. Sin duda, la adhe-
sion de los programas provinciales a las directri-
ces nacionales constituiran un desafio en un pais
donde el sistema de salud esta descentralizado y
el Ministerio de Salud tiene limitado poder sobre
las administraciones provinciales?®. Otra falencia
es que en Argentina, muy pocas Provincias tienen

un sistema de informacién, por lo que existen po-
cos datos con respecto a la ejecucion de Progra-
mas y sus resultados®.

La subutilizacién de los servicios de prevenciéon
del CC en las mujeres en el grupo de alto riesgo
de 30 a 60 anos se puede atribuir a factores de
servicio de salud (como la escasa disponibilidad,
la mala accesibilidad, y la mala calidad de la
atencioén prestada), a la falta de informacion de
las mujeres, y las barreras culturales y de com-
portamiento. Existen organizaciones, agrupadas
bajo la Alianza para la Prevencién del Cancer
Cervical (ACCP), que estan trabajando para cla-
rificar, promover e implementar estrategias para
la prevencién del cancer cervical en los paises
en desarrollo. La ACCP ha estado tratando de
identificar estrategias eficaces para aumentar
la participacion voluntaria de las mujeres en los
programas de prevencion en los paises en desa-
rrollo. Las experiencias ACCP incluyen el desa-
rrollo de asociaciones de la comunidad para es-
cuchar y aprender de la comunidad, mejorando
asi la adecuacion de los servicios, el desarrollo
de mensajes culturalmente apropiados y mate-
riales educativos; haciendo que el acceso a los
servicios de screening sea sencillo, de alta cali-
dad, y la identificacion de formas eficaces para
alentar a las mujeres y sus parejas para comple-
tar el diagnéstico y tratamiento. Los Programas
de prevencion del CC que utilizan estas estrate-
gias son mas proclives a aumentar la demanda,
garantizar el seguimiento y reducir la carga de
morbilidad(®.

En Argentina, la vacunaciéon contra el VPH fue
aprobada en 2006, pero no incluida en el progra-
ma nacional de inmunizacién. En 2008 se llevo a
cabo una campana de medios de comunicacion
por una organizaciéon no gubernamental (ONG) de
cancer, pero se detuvo debido a las criticas so-
bre la publicidad. En octubre de 2011 el Ministerio
de Salud (MINSA) ha introducido la Vacunacién
VPH en el programa nacional de inmunizacion. En
Argentina, la aceptabilidad de la vacuna es alta,
teniendo en cuenta que hay aceptacién entre la
comunidad profesional, los médicos lo recomien-
dan, y la vacuna es asequible®®.

El objetivo de este trabajo fue describir las prin-
cipales conductas de riesgo y el nivel de cono-
cimientos en relacién al VPH en estudiantes uni-
versitarios.
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MATERIAL Y METODOS

DiseNO DEL ESTUDIO:
Se efectud un estudio observacional, descriptivo
de corte transversal.

PoBLACION:

El universo lo constituyeron 87 estudiantes que
se encontraban cursando Materias de la Carre-
ra de Odontologia de la Facultad de Odonto-
logia de la Universidad Nacional del Nordeste
(F.O.U.N.N.E.) durante el primer semestre aca-
démico del ano 2010.

MUESTRA:

El tamano de la muestra fue de n=61 estudiantes,
el calculo de dicho tamarno se realiz6 a partir de
la estimacion de un intervalo de confianza de 95
% para una proporcién de 5 %, con una precision
de 3 %.

SELECCION DE SUJETOS:

La seleccion de los estudiantes se realiz6 median-
te muestreo no probabilistico de tipo intencional,
seleccionandose los cinco primeros estudiantes
voluntarios al salir de clases.

Participaron en la investigacién aquellos estudian-
tes que luego de conocer los objetivos, las condi-
ciones de la misma, la confidencialidad respecto
a su nombre y el no riesgo que la investigacion
implicaba, firmaron el consentimiento informado.

Se definieron dos niveles académicos: basico y clinico.
El nivel béasico estuvo conformado por ler., 2%. y 3.
Ano y el nivel clinico por 4®. y 5*. Ano.

INSTRUMENTO:

A los sujetos seleccionados al salir de clase se les
auto administro, sin entrevistador, un cuestionario
anénimo disenado por el grupo de investigacion
validado por expertos y con alta confiabilidad.
Dicho instrumento estaba integrado por 2 partes
fundamentales:

[. Informacién sociodemogréafica, que incluia las
siguientes variables: edad, género, estado civil,
ano de cursado académico.

II. Preguntas de opcién cerrada que evaluaban
las conductas sexuales de riesgo en relacion al
VPH: inicio de actividad sexual, edad de la prime-
ra relacion, cantidad de parejas sexuales, parejas
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ocasionales, utilizacion de preservativos, sexo
oral, consumo de alcohol, consumo de cigarrillos.

Los datos fueron tabulados mediante el Programa
estadistico Excel.

CUESTIONES ETICAS:

El presente estudio previo a su realizacion fue
revisado y autorizado para su realizacion por el
Comité de Etica institucional. El cuestionario ano-
nimo fue autoadministrado afin de preservar el
anonimato y la confidencialidad.

RESULTADOS

Quedaron incluidos 61 estudiantes; 47 (77 %)
fueron mujeres y el resto 14 (23 %) hombres. La
edad media fue de 22 anos oscilando en un ran-
go entre 17 y 39 anos; siendo el 97 % de ellos
solteros. Del total 43 (70 %) habian iniciado su
sexualidad al momento del presente interrogato-
rio, mientras que 18 (30 %) no la habian iniciado
aun. Se observé que en 36 (59%) habian iniciado
las relaciones sexuales de manera precoz (antes
de los 14 anos), siendo la edad minima de inicio
de relaciones sexuales de 13 anos y 27 la maxi-
ma. En 41 de 43 estudiantes reportaron mas de
una pareja sexual a lo largo de su vida; de los
cuales 13 (32%) fueron con parejas ocasionales.
De los 13 con parejas ocasionales; 6 consumian
anticonceptivos y usaron preservativos: 7 todas
las veces; 3 mayoria de las veces; 2 nunca y 1
rara vez. Del total de encuestados se observé que
en 26 (43 %) nunca o rara vez usaron preser-
vativos durante sus relaciones sexuales; 23 de
los con pareja estable y 3 de los con parejas
ocasionales. En 25 (41 %) de los encuestados
consumia anticonceptivos orales. Se observo en
33 (54 %) de los estudiantes la practica de sexo
oral; de los cuales 8 lo tuvieron con pareja oca-
sional y 25 con pareja estable. El consumo de
alcohol se observo en 31 (51 %) y el consumo de
tabaco en el 9 (15 %) de los encuestados respec-
tivamente. Se observé que las mujeres tuvieron
mayores conductas de riesgo que los hombres,
siendo el haber tenido 2 o més parejas sexuales
el factor de riesgo mas frecuente entre mujeres.
Mientras que en hombres los factores de riesgo
mas frecuentes fueron inicio precoz de relaciones
sexuales, haber tenido 2 o mas parejas sexuales
y el consumo de alcohol. En la Tabla 1 se deta-
llan las conductas de riesgo segin género.



Medina ML, Medina MG, Merino LA.

Principales conductas de riesgo sobre Papilomavirus Humano en universitarios argentinos

TABLA 1.- CONDUCTAS DE RIESGO PARA HPV EN LA POBLACION ESTUDIANTIL SEGUN
EL GENERO
Conductas de riesgo Hombres (n) Mujeres (n)
Inicio precoz de las relaciones sexuales 9 e
Haber tenido dos o mas parejas sexuales en toda la vida 9 32
Relaciones sexuales con parejas ocasionales 5 8
No haber utilizado preservativos 5 21
Sexo oral 5 28
Consumo de alcohol 9 22
Consumo de cigarrillos 5! 6

RESULTADOS

El VPH se ha convertido en un problema de sa-
lud publica®’?®, siendo transmitido sexualmente,
las mujeres son victimas directas y los hombres
como portadores asintomaticos del virus, son res-
ponsables de su propagacion®®39, Dentro de los
factores de riesgo para adquirir la infecciéon por
VPH se encuentran entre otros: iniciar las relacio-
nes sexuales antes de los 14 anos, tener multiples
parejas companeros sexuales, usar anticoncepti-
vos de forma indiscriminada, no utilizar preser-
vativos en cada relacién sexual, practica de sexo
oral, consumir tabaco y alcohol®!:32:33),

El inicio de una vida sexual a edad temprana, an-
tes de los 14 anos, constituye uno de los principa-
les riesgos, originando conductas riesgosas, con-
jugado con la falta de proteccion y la posibilidad
de que la(s) pareja(s) pudieran estar infectadas lo
que aumentan los riesgos de infecciones de trans-
misién sexual®¥. Al empezar una vida sexual ac-
tiva antes de los 20 anos tienen mayor actividad
sexual y por consiguiente mas tiempo de expo-
sicion y probabilidades de estar en contacto con
diferentes tipos de virus del papiloma o bien te-
ner mayor cantidad de inoculo®®. Nuestro estudio
coincidié con aquellos reportados por otros auto-
res donde se observo el inicio precoz de las rela-
ciones sexuales en la poblacién de universitarios.

Otro factor de riesgo para contraer la infeccion
por VPH es haber tenido o tener dos o mas pa-
rejas sexuales, nuestro estudio lo observé en un
alto porcentaje de los encuestados. Coincidiendo

nuestros datos con otros reportados por la litera-
tura donde se mencion6é a los jévenes con dos
0 mas parejas sexuales con mayor propension de
contagio con el VPH®>:36),

El uso prolongado de anticonceptivos orales es
otro factor de riesgo, el cual se vincula con la per-
sistencia de infecciones provocadas por el virus,
lo mismo sucede con una alteraciéon hormonal.
Algunos estudios estiman que las mujeres que
utilizan anticonceptivos orales por mas de cinco
anos duplican el riesgo de contraer cancer cervi-
couterino por el exceso de hormonas®”). En nues-
tro estudio se observo baja frecuencia de consu-
mo de anticonceptivos orales.

El comportamiento inadecuado en la adolescencia
puede tener repercusiones durante toda la vida, el
acceso de informacién sexual dispersa, la mayor
libertad y el desconocimiento de las consecuen-
cias de una actividad sexual sin proteccion llevan
a los adolescentes a incurrir en practicas de riesgo
para la salud®®®. El uso incorrecto del preservativo
o la ausencia del mismo en todas las relaciones
sexuales predisponen al contagio del VPH y otras
ITS. Una de las medidas de prevencion que puede
disminuir ese fenémeno es promoviendo un mayor
conocimiento de los beneficios que proporciona
su correcta utilizacion®®. Nuestro estudio observé
que un alto porcentaje la poblacién estudiada no
uso preservativos en sus relaciones sexuales.

Es dificil para la mayoria de la gente pensar que

el alcoholismo y tabaquismo tienen alguna rela-
cién con el contagio del VPH, pero en el ambito
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cientifico estd comprobado que el héabito de fu-
mar o tomar bebidas alcoholicas, tienen un efecto
que favorece la infeccion de VPH. 39 El habito de
fumar tiene un efecto nocivo en las secreciones
vaginales, sobre todo en el epitelio del canal en-
docervical en donde es el reservorio del virus del
papiloma, generando la inoculacién con mayor
facilidad en un ambiente 6ptimo para su propa-
gacion“®, En nuestra poblacién se observé que
el habito tabaquico no fue frecuente. Mientras que
se observé que un alto porcentaje de los encues-
tados consumia alcohol.

La infeccién del virus del papiloma humano tiene
relacion con los habitos sexuales de los individuos
y ha sido demostrado que la frecuencia de esta in-
feccion es mayor en personas con multiples con-
tactos sexuales sin proteccién, y con el contacto
orogenital, anogenital y oroanal; la identificacion
de virus del papiloma humano en la orofaringe de
parejas de pacientes con neoplasia intraepitelial
cervical asociada al virus, es mayor que en aqué-
llas en las que el virus no se identifica; la presencia
del virus del papiloma humano podria ser la cau-
sa del incremento en el nUmero de pacientes con
cancer de lengua-orofaringe que no fuman ni be-
ben alcohol y en menores de 45 anos de edad®“!.

El desconocimiento de los adolescentes sobre las
ITS es una realidad preocupante. Por eso se ne-
cesitan lineamientos que contribuyan a que las
personas adopten practicas personales saluda-
bles, entre las cuales se encuentran los métodos
de barrera, los factores nutricionales, la cesacion
del héabito tabaquico, el control mediante el exa-
men de papanicolaou y las pruebas de deteccion
de infecciones de transmision sexual®¥. La falta
de conocimientos sobre los aspectos béasicos con
relacion al VPH coloca a las personas en mayor
riesgo de adquirir dichos microorganismos, de
transmitirlos y de sufrir complicaciones posterio-
res, especialmente cuando existen co-morbilida-
des®?). Tanto los hombres como las mujeres de-
ben contar con los conocimientos suficientes que
les permita manifestar una actitud responsable
ante las consecuencias de sus actos®“?.

En este estudio se hallé que casi la mitad de los
encuestados tuvo un conocimiento sobre VPH de
muy bueno a excelente. No obstante, por ser jove-
nes universitarios de un nivel de educacién supe-
rior se esperaba que el conocimiento sobre estos
eventos que pueden afectar el proceso salud-en-
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fermedad de las personas fuera el adecuado, lo
cual fue asi s6lo en casi la mitad de los encuesta-
dos situando a estas personas en una situacion de
alerta, pues se encuentran en el rango de edad con
mas riesgo para infectarse del VPH. Algunos fac-
tores como la cultura actual de practicas sexuales
dque inician tempranamente, proceso de definicion
y de curiosidad sexual, asi como factores sociales
de grupo y relacionados con las modas exponen a
los jovenes a las ITS“® . Tanto hombres como mu-
jeres tienen carencias de conocimiento sobre el
VPH, que sumado a la edad y a la falta de accio-
nes preventivas, colocan a estas personas en una
condicién orientada hacia un posible contagio y
sus posteriores efectos?.

Por todo lo senalado precedentemente, resulta
fundamental que el personal de los centros invo-
lucrados en el proceso ensefianza-aprendizaje, se
disponga al establecimiento de estrategias para
minimizar oportunamente las consecuencias que
pueden derivarse de ciertos comportamientos
inadecuados de los estudiantes, muchas veces
producto de falta de conocimientos suficientes y
adecuados. Asimismo, resulta fundamental que
las Instituciones formadoras de profesionales de
las Ciencias de la Salud, implementen estrategias
de fortalecimiento de sus Programas con carac-
teristicas idoneas en materia de ITS.
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