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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS 10

El uso de cementos selladores en la terapéutica endoddntica es indispensable y, dado que
estos materiales pueden estar en contacto con los tejidos periapicales, una de las cualidades

mas importantes que se requieren es que sean biocompatibles.

Existe una gran variedad de cementos selladores para la obturacion de conductos
radiculares, que se clasifican seglin su composicion quimica. Entre los mas utilizados se
encuentran los basados en oxido de zinc y eugenol, resinas epdxicas o hidroxido de calcio.
Por otra parte, los cementos MTA y Portland son materiales con diversas indicaciones en Ila
terapéutica endododntica, siendo su principal cometido sellar las comunicaciones entre el

conducto radicular y los tejidos circundantes.

Numerosos estudios han evaluado y comparado las propiedades fisicas y quimicas de los
cementos de uso endoddntico, sin embargo, se desconoce su capacidad para inducir la
produccién de quimiocinas y citocinas proinflamatorias, asi como la respuesta del sistema

inmune en el tejido conjuntivo.

Los objetivos del presente trabajo son:

1) Analizar la expresion de IL-6, IL-1Beta, TNF-Alfa, RANTES, MIP-3, linfocitos T CD8 vy

macrofagos (CD 14) en ratones inoculados con Apexit®.

2) Valorar la expresiéon de IL-6, IL-1Beta, TNF-Alfa, MIP-3, linfocitos T CD8 y macréfagos (CD

14) en ratones inoculados con MTA.

3) Evaluar la expresion de IL-6, IL-1Beta, TNF-Alfa, RANTES, MIP-3, linfocitos T CD8 vy

macréfagos (CD 14) en ratones inoculados con Portland.
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El correcto diagndstico, la adecuada preparacion y una obturacidon lo mas hermética posible

son los pilares fundamentales para lograr el éxito del tratamiento endodéntico.

Una de las principales metas de la endodoncia es conseguir una obturacién tridimensional y
estable, del complejo sistema de conductos radiculares, para impedir la reinfeccién y/o el
recrecimiento de los microorganismos. De esta forma la creacion de un ambiente
biolédgicamente adecuado permitira la cicatrizacion de los tejidos afectados. Asi, los
materiales utilizados para conseguir este objetivo deben poseer unas caracteristicas

adecuadas para la situacion clinica requerida.

La obturacidon de conductos radiculares incluye un material de nucleo, sélido o semisdlido, y
cementos selladores como materiales plasticos (1). La gutapercha, desde su introduccion por
Bowman en 1867 (2-4) es el material de nucleo universalmente aceptado (5) y utilizado en Ia
obturacion de los conductos radiculares. Los cementos selladores son los materiales que
sirven para unir el material de nucleo entre si y a la pared dentinaria, es decir, sellan las

interfases existentes en el interior del conducto.

La utilizacién de cementos en la terapia endoddntica no se limita solamente a la obturaciéon
del conducto radicular, ya que existen otras indicaciones de uso tales como: recubrimiento
pulpar, pulpotomia, formacién de una barreara apical en dientes con apices abiertos,
reparacion de perforaciones de la raiz o de la camara pulpar y obturacién retrégrada de
conductos donde es necesario sellar las vias de comunicacion entre el sistema de conductos

radiculares y los tejidos circundantes.
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1. Cementos endoddnticos

1.1. Cementos para la obturacion de conductos radiculares

Entre los requisitos ideales que debe cumplir un buen cemento sellador de conductos

radiculares encontramos (6,7):

-Facil de introducir en el conducto radicular, con un tiempo de trabajo suficiente.
-Estable dimensionalmente, sin contraerse tras su introduccion.

-Impermeable, sin solubilizarse en medio hiumedo.

-Sellar la totalidad del conducto, tanto apical como lateralmente.

-Debe ser bien tolerado por los tejidos periapicales.

-Debe ser radioopaco, para poder distinguirlo en las radiografias.

-No debe teiir los tejidos del diente.

-Debe ser estéril o facil de esterilizar antes de su introduccién.

-Ha de poder retirarse con facilidad del conducto si es necesario.

-Debe ser bacteriostatico.

-No ha de generar una reaccién inmunitaria al ponerse en contacto con el tejido periapical.

- No debe ser mutagénico, ni carcinogénico.

Existen una gran variedad de cementos selladores endoddnticos en el mercado, los cuales

pueden ser clasificados atendiendo a su composicién quimica (8).
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COMPONENTE PRINCIPAL

CEMENTOS SELLADORES

Oxido de zinc-eugenol

Hidréxido de Calcio

londmero de vidrio

Siliconas

Resinas plasticas

- Cemento de Grossman (Star Dental, Sultan Chemist).

- Cemento de Rickert (Sybron Kerr).

- Tubliseal (Kerr).

- Tubliseal EWT (Kerr).

- Endométhasone (Septodont).

- N 2 (Agsa).

- Rocanal 2 y 3 (La Maison Dentaire).

- Traitment Spad (Spad).

- Roth (Roth Int).

- Sealapex (Sybron Kerr).

- Calciobiotic Root Canal Sealer o CRCS (Hygenic).

- Apexit (Vivadent).

- Vitapex (Neo Dental Chemical Products).

- Ketac-Endo (Espe).

- Lee Endo-Fill (Lee Parapharmaceuticals).

- RSA RoekoSeal (Roeko).

-GuttaFlow (Roeko).

- Diaket (Espe).

- AH-26 (De Trey).
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- AH-Plus o Topseal (Dentsply).

- Thermaseal (Tulsa Dental).

- EndoREZ (Ultradent).
Resinas hidrofilicas
- Hydron (NDP Dental System).

Modificaciones de

gutapercha - Kloroperka N-O (N-O Therapeutics).

“Epiphany (P _
Poliésteres piphany (Pentron)

Real Seal (Sybron).

Cementos basados en hidroxido de calcio

El hidréxido de calcio es un polvo blanco que se obtiene por la calcinacién del carbonato
calcico, COsCa = CaO + CO,Ca0 + H,0 = Ca(OH),. Cuando se usa en forma de polvo puro es
considerado como el medicamento de eleccién, tanto en la proteccion pulpar directa como
indirecta, y en la pulpotomia vital. Su pH es alcalino, aproximadamente de 12.4, por lo cual

es un magnifico bactericida y esporicida.

El hidroxido de calcio induce la remineralizacion de la dentina reblandecida, libera de
gérmenes la cavidad y estimula la cicatrizacién gracias a su capacidad de inducir la formacién
de dentina de reparacion. Existen en el mercado diferentes marcas de cementos que tienen
como base el hidréoxido de calcio pero que contienen, ademds, otros elementos que le
permiten poseer las caracteristicas deseadas de un sellador endoddntico, un ejemplo de

éstos selladores es Apexit®.
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Apexit es un material para la obturacién de los conductos radiculares, de la casa Vivadent®,
que contiene hidréxido de calcio y que puede ser utilizado en combinacidn con los conos de
gutapercha o con elementos metdlicos habituales. Las ventajas que brinda son su
biocompatibilidad, su escasa solubilidad, facil manipulacién, ausencia de eugenol, ausencia

de aldehido férmico, buena radiopacidad y buen periodo de almacenamiento.

Su ficha técnica es la siguiente: material para obturacidon de conductos radiculares presen-

tado en forma de dos pastas en jeringas (pasta base y pasta activadora).

La férmula del Apexit® contiene en 1,0 gr. de pasta:

BASE
Hidroxido de calcio 0,319 gr.
Colofonia hidrogenada 0,315 gr.
Didxido de silicio silanizado altamente disperso 0,081 gr.
Oxido de calcio 0,056 gr.
Oxido de Zinc 0,055 gr.
Fosfato tricalcico 0,041 gr.
Polimetilsiloxano 0,025 gr.
Estearato de Zinc 0,023 gr.
ACTIVADOR
Salicilato de trimetilhexanodiol 0,250 gr.
Carbonato de bismuto basico 0,182 gr.
Oxido de bismuto 0,182 gr.
Didxido de silicio silanizado altamente disperso 0,150 gr.
Salicilato de 1-3 butanodiol 0,114 gr.

Colofonia hidrogenada 0,054 gr.
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Estudios in vitro para evaluar la citotoxicidad de selladores endoddnticos, con diferente
composicion quimica, mostraron que Apexit fue menos citotdxico que AH Plus® y Ketac
Endo® sobre fibroblastos L929 (9) y sobre fibroblastos del ligamento periodontal comparado
con N2®, Endomethasone®, Ketac Endo® y AH Plus® (10). Otro trabajo similar mostré que,
aunque todos los selladores endoddnticos anteriormente sefialados son citotdxicos, Apexit®

es el cemento sellador que posee menor citotoxicidad (11).

Un estudio histopatoldgico (12) evalud la biocompatibilidad de diferentes selladores
endoddnticos basados en hidroxido de calcio: Sealapex®, CRCS®, Sealer 26® y Apexit®,
mediante su implantacién subcutdnea y en cavidad peritoneal de ratones. Se analizé la
respuesta del tejido subcutaneo a los 2, 4, 8 y 16 dias. En todos los cementos se observé una
intensa migracién de neutrdfilos durante los periodos iniciales. Se encontraron diferencias
en cuanto a la presencia de necrosis y del niumero de células inflamatorias. En la fase
intermedia, se encontré una marcada diferenciacidon celular del sistema fagocitico en
macréfagos, células epiteliales y células gigantes multinucleadas con Sealapex®. La respuesta
fue menos intensa con el CRCS® y con Apexit®. Los resultados de la inyeccién en la cavidad
peritoneal con soluciones que contenian los cementos selladores mostraron durante las
etapas iniciales (6-24 horas) una intensa migracidon de leucocitos polimorfonucleares. Un
incremento de células mononucleadas fue observado, de 6 a 24 horas y a los 5 dias, para
todos los cementos selladores y no se encontraron diferencias en relaciéon con el grupo

control a los 15 dias.

Otro estudio donde se compard la secrecién de TNF-alfa por macréfagos peritoneales de
ratones en presencia de un sellador a base de hidréxido de calcio (Sealapex) y otro basado
en 6xido de zinc y eugenol (Endomethasona) mostrd que el sellador basado en hidréxido de

calcio indujo la menor cantidad de secrecion de TNF-alfa (13).
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1.2. Cementos endoddnticos de uso diverso

Cemento MTA (Agregado de trioxido mineral)

El Agregado de Tridxido Mineral (MTA) es un cemento derivado del cemento Portland que
comparte los mismos componentes principales: calcio, fosfato vy silice (14). Estd compuesto
principalmente de silicato tricdlcico, aluminato tricalcico, éxido tricalcico y 6xido de silicato,
asi como una pequefia cantidad de éxidos minerales, responsables de las propiedades fisicas
y quimicas de este agregado, ademas se le ha adicionado también dxido de bismuto que le
proporciona radioopacidad (15).

Composicion:

3 Ca0-Si02 (Silicato tricalcico)

Bi203 (Oxido de bismuto)

2 Ca0-Si02 (Silicato bicalcico)

3 Ca0O-Al203 (Aluminato tricdlcico)
3Ca0-Al203-Fe203 (Aluminoferrato tricalcico)

CaS0-2H20 (Sulfato de calcio dihidratado o Gypsum)
Cemento Portland 75% por peso.

Oxido de Bismuto 20% por peso

Esta hecho de finas particulas hidrofilicas que endurecen en presencia de humedad o sangre.
Ha mostrado ser biocompatible, radioopaco, de una dureza dificil de infiltrar en comparacion
con otros cementos utilizados para el relleno de los conductos, y ademas posee la habilidad

de formar cristales de hidroxiapatita cuando es expuesto a soluciones fisioldgicas (16).

El MTA recibié su aprobacién por la U.S. Food and Drug Administration (Administracién o

Federacion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos) en 1998. Desde su primera descripcion
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en la literatura dental por Lee y cols. en 1993, el MTA ha sido utilizado en aplicaciones tanto
quirargicas como no quirurgicas (17). Tanto en humanos como en animales ha mostrado

tener un excelente potencial en pulpotomias y como protector pulpary (18).

Es un cemento de eleccién no solo en casos de cirugia enododdntica (como material de
obturacién retrégrada), sino también como cemento para sellar las perforaciones de la
camara pulpar y de la raiz, reabsorciones internas, desgastes, readaptaciones, laceraciones y
transportaciones apicales. También se utiliza en tratamientos de apicoformacién, en vez del
hidroxido de calcio, con resultados mas rapidos y predecibles (19-21). Asimismo, el MTA ha
mostrado tener efectos benéficos sobre la pulpa y la regeneracién del ligamento
periodontal, dada su excelente biocompatibilidad (22). Ademas, MTA provee una mejor
proteccion frente a la microfiltracion de colorantes, fluidos y modelos de penetracion

bacteriana (23).

El propdsito de tratar las perforaciones de furca y/o radiculares es sellar la comunicacién
artificial entre el espacio endoddntico y el tejido perirradicular para prevenir la reabsorcién
alveolar y el dafio en el ligamento periodontal. Esta complicaciéon, no poco frecuente,
requiere un tratamiento inmediato con un material capaz de sellar eficazmente la

comunicacion artificial y evitar asi el dafio clinico del tejido periodontal circundante (24, 25).

Estudios in vivo e in vitro (26-29) han evaluado la biocompatibilidad del MTA en comparacién
con otros materiales endoddnticos como el IRM, SuperEBA, amalgama, AH Plus, ProRoot,
Dycal, GIC, mostrando que es uno de los materiales mds biocompatibles, ya que

practicamente no produce una respuesta inflamatoria, promueve la regeneracion de tejidos
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duros y es poco citotdxico. Igualmente se ha demostrado que no produce genotoxinas, por

lo que no produce muerte celular (30,31).

Un estudio in vitro para evaluar el efecto bioldgico de este material sobre osteoblastos
humanos mostré que los osteoblastos pueden crecer en presencia de MTA y éstos son
capaces de secretar citocinas como IL-1Ifa, IL, 1 beta e IL-6, ademas incrementd la secrecidn
de osteocalcina y de fosfatasa alcalina, estando de acuerdo con estudios donde se menciona
que el MTA induce la generacién de tejidos duros. (32-35). Asimismo, en un trabajo in vitro
sobre el efecto del MTA en macrofagos, se demostrd que la actividad de los macréfagos para

fagocitar no se ve afectada por la presencia de MTA (36).

Cemento Portland

El cemento Portland tiene sus origenes en la cal u 6xido de calcio, a partir del cual y luego de
cientos de afos de estudios, empiricos y cientificos, se llega a lo que hoy se conoce como
cemento. El cemento Portland no es un compuesto quimico simple, sino que es una mezcla
de muchos componentes. Cuatro de ellos conforman el 90% o mas del peso del cemento
Portland y son: el silicato tricalcico, el silicato dicalcico, el aluminato tricalcico y el aluminio
ferrito tetracalcico. Ademas de estos componentes principales, algunos otros desempefan
papeles importantes en el proceso de hidratacion. Los diversos tipos de cemento Portland

contienen los mismos cuatro compuestos principales, pero en proporciones diferentes.

Un estudio que se realizd sobre los cementos que usaron los mayas para sostener
incrustaciones de jade, jadeita, pirita, etcétera, en dientes de personas, mostrd que la

composicion quimica de estos cementos es similar a la del cemento que se emplea en la
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construccion (Portland). Aunque, también, podria ser los cementos Cruz Azul® o Tolteca®

con los que estamos mas familiarizados (37).

Tanto el MTA como el cemento Portland, se proponen como dos materiales muy semejantes
por compartir sus principales componentes: fosfato, calcio y silicio, ademads, el andlisis
macroscopico, microscépico y de difraccion de rayos X, muestra que ambos materiales son
casi idénticos. Respecto a su manipulacion, ambos son mezclados con agua que al

evaporarse queda dentro de la fase sdlida (38).

Dada la similitud entre el MTA y el cemento Portland se han realizado estudios para
comparar la composicién quimica de estos materiales; asi como para obtener la posibilidad
de utilizar el cemento Portland como una alternativa menos costosa al MTA en la practica
dental. Estos estudios demuestran que estos materiales son tan similares que basicamente
difieren en que el MTA posee iones de bismuto, que le proveen la radioopacidad, asi como
iones potasio que no posee el cemento Portland (39,40). Al cemento Portland se le puede
agregar 20% de 6xido de bismuto y éste sigue teniendo un gran potencial para ser utilizado
como material de sellado de conductos radiculares, en comparaciéon con el cemento que
posee menos cantidad de bismuto, sin que afecte su capacidad de citotéxica y con la ventaja

de ser radiopaco (41).

Tanto al MTA como al cemento Portland se le pueden agregar aceleradores como cloruro de
calcio, nitrato y nitrito de calcio y formato de calcio para disminuir el tiempo de trabajo sin
modificar la estabilidad dimensional de estos materiales, sin embargo, es necesario hacer
mas investigacidon en relacion a la biocompatibilidad y la capacidad de sellado de estos

cementos mezclados con los aceleradores (42).
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Por otro lado se ha estudiado también el sellado marginal que posee el cemento Portland en
comparacion con el MTA blanco y el MTA gris y se encontré que los huecos entre los
cementos y la dentina son muy similares en todos los materiales estudiados, es decir, no hay

una diferencia significativa en el sellado marginal entre ellos (43).

El cemento Portland blanco es un producto que ha mostrado resultados favorables cuando
se utilizé para el sellado del un apice inmaduro en un diente con pulpa necrética (44), esto
probablemente se deba a que este cemento ha demostrado no ser citotéxico (45) siendo
ademadas capaz de inducir la expresién de osteonectina y de sialoproteina dentinaria segun
un estudio para evaluar la respuesta de células de la pulpa humana al cemento Portland
(46). Ademds, en este mismo trabajo se sugiere que el cemento Portland permite la
expresion de genes relacionados con la mineralizacion y que tiene un potencial para ser

utilizado como material de proteccion pulpar.

Segln un estudio, donde se evalud la capacidad de sellado de tres cementos, MTA Angelus®,
MTA Bio® y Portland, utilizados en reparaciones de furca (47), se comprobdé que el cemento
Portland tiene una capacidad de sellado muy similar al MTA Angelus® y al MTA Bio®, dos de

los materiales mas utilizados para sellar perforaciones de furca.

En cuanto a la capacidad antimicrobiana, propiedad deseable de los cementos endodoticos,
los resultados son controvertidos. En un estudio (48) para evaluar esta capacidad en
presencia de las bacterias Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Escherichia Coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida Albicans y Enterococcus faecalis, comparando el cemento

Portland con los selladores Sealer 26®, Sealapex®, dxido de zinc y eugenol, MTA-Angelus® y
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Pro Root MTA®, se demostrd que todos estos cementos incluyendo el Portland poseen
actividad antimicrobiana. Sin embargo, en otro estudio (49), donde se compararon los
cementos N- Rickert®, Sealapex®, AH Plus®, MTA y cemento Portland también en presencia
de C. albicans, S. aureus, E. faecalis, y E. coli, encontraron que sélo AH Plus® y N-Rickert®
presentaron actividad antimicrobiana frente a C. albicans, S. aureus y E. coli; mientras que
no se observd esta capacidad con MTA, Sealapex ni el cemento Portland. Ademads, E.

faecalis fue resistente a todos los cementos selladores probados.

La posible utilizacion del cemento Portland, como material dental, ha abierto nuevas lineas
de investigacién (50). Se han estudiado diferentes prototipos de cementos, basados en el
cemento Portland, donde se proponen estos prototipos como potenciales materiales de

restauraciéon dental, dadas sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas (51).

2. Respuesta inmunoldgica

Son muchas las estrategias de las que dispone el cuerpo humano para protegerse de
organismos invasores, proteinas extrafias y antigenos en general. Las barreras fisicas son la
primera linea de defensa por ser estructuralmente impermeables y por poseer
caracteristicas especializadas que les permiten repeler a estos agresores. Cuando un agente
patégeno logra superar las barreras de superficie, y penetra en el cuerpo humano, se
enfrenta a una cascada de diversos factores que vigilan los tejidos internos. Estas defensas
internas se han agrupado en dos sistemas funcionales mas o menos distintos: inmunidad
innata, silainmunidad o resistencia que confieren contra un patégeno particular estd desde
siempre, e inmunidad adquirida, si se desarrolla después de establecer contacto con el

patdégeno.
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Estos sistemas constan de numerosos elementos con los que realizan diferentes funciones
protectoras. Algunos de estos elementos son células que tienen la habilidad para reconocer,
secuestrar y eliminar varios tipos de microorganismos o sustancias dafinas, las defensas
suministradas por tales células se conocen como inmunidad mediada por células o
inmunidad celular. El resto de los componentes son macromoléculas solubles que circulan
por la sangre y en el liquido extracelular, haciendo a éstos fluidos inhdspitos para los
organismos invasores extranos, aln en ausencia de todos los tipos de células defensoras, las

defensas de este tipo, libres de células se denominan inmunidad humoral.

La inmunidad innata y adquirida participan en la defensa del huésped, ambos sistemas son
esenciales para preservar la salud. Generalmente los dos tipos de inmunidad actian de
manera coordinada y suelen depender una de la otra para generar sus efectos maximos, es

decir, no son completamente independientes (52).

2.1. Respuesta inmunitaria innata

Se refiere a todas las medidas de resistencia congénitas que se activan y operan desde la
primera vez que el cuerpo se enfrenta al patégeno; no requiere de un encuentro o
exposicidon previa a tal agente, ni se modifica significativamente con exposiciones repetidas
al patégeno durante toda la vida del individuo. La respuesta inmunitaria innata la

proporcionan enzimas, proteinas del torrente circulatorio y liquidos tisulares.

Algunas de las secuelas inmediatas del trauma celular o tisular son sintomas bien conocidos,
el sitio afectado y los tejidos circundantes sufren tumefaccion, calor, rubor y dolor, signos y
sintomas de la inflamacién aguda. La vasodilatacidon y permeabilidad vascular contribuyen a

la rapida llegada de factores defensivos inespecificos innatos al sitio donde se requieren; la
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union de los leucocitos al endotelio es esencial para la atraccion de células de defensa al sitio

de trauma o infeccion.

Todos los tipos de leucocitos contribuyen a la defensa del huésped, tres de ellos
desempeiian funciones preeminentes, dos de ellos, los neutrdfilos y los monocitos-
macrofagos, son células fagociticas que actuan mediante la fagocitosis y digestion de
bacterias y detritus celulares. El tercer grupo, compuesto por linfocitos, posee una capacidad
fagocitica minima pero se encarga de llevar a cabo otras reacciones protectoras conocidas
en conjunto como respuestas inmunes, son los representantes principales de la inmunidad

adquirida.

Los leucocitos establecen contacto con gran variedad de mediadores inflamatorios
conocidos como factores quimiotacticos leucocitarios, de los cuales los mas relevantes son
las quimiocinas, un grupo estructuralmente diverso de proteinas citocinas, que pueden ser
secretadas por células endoteliales activadas y por muchos otros tipos celulares como
respuesta a la lesidn tisular. Cada una de estas quimiocinas puede atraer selectivamente a
tipos de leucocitos que portan los receptores de superficie correspondientes. Las
quimiocinas, aunque son proteinas solubles, tienden a adherirse a la superficie de las células
endoteliales, asi como a la matriz extracelular, formando un gradiente de concentracién
estatico de quimiocinas que comienza en el endotelio venular, se incrementa al cruzar los

tejidos y alcanza su pico maximo en el sitio del dafio (53).

La inflamacién aguda se detecta a los 30 minutos del trauma agudo; las células
generalmente se acumulan hasta valores muy altos a las 8 a 12 horas y continudan llegando al
sitio del dafio mas y mas hasta que desaparecen las sefiales quimiotacticas, entonces la
concentracion periférica de neutréfilos regresa gradualmente a la normalidad en el

transcurso de dias a semanas (54).
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El sistema de fagocitos mononucleares deriva del monocito, el cual una vez establecido en
un sitio determinado adquiere el nombre de macréfago o histiocito. Los macréfagos
activados secretan una gran variedad de sustancias biolégicamente activas, se han
identificado mas de 100 productos de secrecién de macréfagos, entre ellos numerosas
citocinas que influyen en el crecimiento y las actividades de otros tipos celulares y

quimiocinas que atraen linfocitos y otros leucocitos vecinos (55).

Los macrofagos son las células efectoras de la inmunidad innata de mayor importancia, ya
que son capaces de controlar acciones de los linfocitos por medio de la liberacién de
citocinas que controlan la proliferacién, diferenciacién y funcién efectora de los linfocitos y
al formar parte de las células presentadoras de antigenos mads importantes procesan vy
exhiben en su superficie sustancias extrafias, de manera éstas puedan ser reconocidas por
los linfocitos y éstos respondan a su presencia; por lo tanto, a través de estas acciones los
macrofagos tienen la capacidad para iniciar y coordinar las respuestas inmunes adquiridas

(56).

2.2. Respuesta inmunitaria adaptativa

Se refiere a la resistencia del cuerpo humano que en el primer contacto con un patégeno
nuevo es débil o ausente, pero se incrementa sustancialmente con las exposiciones
subsecuentes al mismo patégeno especifico. Las respuestas inmunes adquiridas se dirigen
en contra de proteinas. La respuesta inmune adquirida discrimina entre lo propio y lo

extrafo, es especifica y posee memoria.

Las reacciones protectoras subyacentes a la inmunidad adquirida, se denominan respuestas

inmunes. Toda respuesta inmunitaria es una secuencia compleja e intrincadamente regulada
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de procesos que afecta varios tipos celulares. Se desencadena cuando un antigeno ingresa al
cuerpo y encuentra una clase especializada de células llamadas APCs (células presentadoras
de antigeno); estas capturan una cantidad diminuta de antigeno y la exhiben, de manera que
pueden ser reconocida por linfocitos T cooperadoras especificos de antigeno. Las células T
cooperadoras se activan y promueven la activacion de otros tipos de linfocitos como las
células B o las células T citotoxicas. Los linfocitos activados proliferan y realizan sus funciones

secretoras especificas, estos inactivan o eliminan exitosamente al antigeno.

Aunque los linfocitos y las APCs son las células clave en todas las respuestas inmunitarias,
pueden reclutarse otro tipo de célula por dichas respuestas. Las citocinas, quimiocinas y
otros productos liberados por linfocitos y macrdfagos activados pueden ejercer
guimioatraccién sobre neutdfilos o eosindfilos, estimulan la proliferacion de fibroblastos y
células endoteliales, o hacer que células y basdéfilos descarguen otras sustancias bioactivas
en los tejidos locales. Estos agentes, asi como los productos de la cascada del complemento,
pueden conducir directa o indirectamente a la inflamacion aguda, que generalmente

acompafa a las respuestas inmunes (57).

2.2.1. Citocinas

Las citocinas son pequefias proteinas solubles (aproximadamente 25kDa) secretadas por
varios tipos de células. Usualmente, éstas son liberadas en el cuerpo en respuesta a la
activacion e inducen una respuesta a través de receptores especificos. Las citocinas pueden
actuar de manera autocrina, afectando el comportamiento de la célula que la produce, de
manera paracrina, afectando el comportamiento de células adjuntas a la que la produce, y
algunas citocinas, que son los suficientemente estables, pueden actuar de manera endocrina
afectando el comportamiento de células a distancia, aunque esto depende de la habilidad de

éstas para entrar en la circulacion y de su vida media en la sangre (58-61).
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Las citocinas secretadas por macrofagos en respuesta a patdgenos son un grupo
estructuralmente muy diverso que incluyen: IL-1 Beta, IL-6, IL-12, TNF-Alfa y la quimiocina IL-
8. El nombre interleucina (IL) seguido por un numero fue denominado con la finalidad de
desarrollar una nomenclatura estandarizada para moléculas secretadas por leucocitos. Hay
dos grupos principales de citocinas: la familia de hematopoyetinas, las cuales incluyen
hormonas del crecimiento y también muchas interleucinas que juegan papeles importante
en la respuesta inmune innata y adaptativa; y la familia de TNF, la cual también tiene un rol
importante en la respuesta inmune innata y adaptativa. De las interleucinas derivadas de
macrofagos, IL-6 pertenece a la gran familia de hematopoyetinas, TNF-Alfa es obviamente
parte de la familia de TNF, IL-1 e IL-12 son estructuralmente distintas. Todas tienen
importantes efectos locales y sistémicos que contribuyen a la respuesta inmune. El
reconocimiento de diferentes clases de patdgenos puede involucrar distintos receptores de

sefialamiento con lo que resulta una variacidn en las citocinas inducidas (58-61).

Interleucina 1 Beta (IL-1beta)

La familia interleucina 1 (IL-1) es un grupo de citocinas relacionadas que incluye dos
proteinas agonista (IL-alfa e IL-1beta), cada una derivada de una hendidura enzimdtica
precursora de proteinas (pro-IL-alfa y pro IL-beta), y tres formas de una proteina antagonista

(IL-1ra, iclL-1ral, iclL-1rall) (62).

Interleucina 1 es principalmente una citocina inflamatoria. Bioldégicamente estd mas
relacionada con factor de necrosis tumoral (TNF) que con cualquier otra citocina o
interleucina, aunque la estructura y receptores para IL-1 y TNF son claramente distintos. IL-1

puede contribuir al crecimiento celular y a funciones de reparacion. Durante la inflamacion,
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dano inmunoldgico o infeccion, debido a sus multiples propiedades bioldgicas contribuye a

la enfermedad (62).

IL-1 juega un papel clave en el inicio y desarrollo de la respuesta del huésped a la invasion,
siendo un importante factor en el inicio de la respuesta inflamatoria y en la activacion de las
funciones inmunoldgicas. Ademas de esta actividad pleiotropica y al alto potencial de estos
efectos inflamatorios, la actividad de IL-1 es fuertemente regulada en el cuerpo por una
compleja red de sistemas de control. Esto incluye la presencia de dos tipos de inhibidores, el
receptor antagonista (IL-1Rl), el cual es un limpiador natural de IL-1, y el inhibidor IL-1RII.
Ademas, la regulacién de la actividad IL-1 es lograda por una estricta jerarquia de afinidad de
ligar estos dos receptores (el activador IL-1RI y el inhibidor IL-1RIl) para los varios miembros

de la familia IL-1 (63).

La familia de las proteinas humanas IL-1 son mediadores clave de la respuesta a infecciones,
lesiones y cambios inmunolégicos. IL-1 es quien activa la respuesta proinflamatoria en

células blanco y el plasma de los receptores de membrana involucrados (64).

Interleucina 6 (IL-6)

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina multifuncional que juega un importante rol en la
inflamacién aguda y crénica, asi como también estd implicada en la reabsorcién de hueso. Se
ha comprobado que la liberacién de IL-6 en células del ligamento periodontal en presencia
de Porfiromonas Endodontalis puede jugar un rol en el progreso de la inflamacion vy

reabsorcion del hueso alveolar en la enfermedad periodontal y periapical (65).

Tiene efectos sobre multiples células, incluyendo la promocién y desarrollo de células del

sistema inmune y osteoclastos. Se ha comprobado incluso que la deplecién de IL-6
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promueve el desarrollo de la lesién periapical como resultado de la infeccion en los

conductos radiculares (66).

Hay reportes que demuestran que la liberacion de IL-6 y de IL-8 juega un importante rol en
la patogénesis de la inflamacion. Se detectd la expresion del RNAm de IL-6 y de IL-8 por
células humanas osteoblasticas de la linea U20S en presencia de selladores endoddnticos

N2 (6xido de zinc y eugenol) y AH plus (resina epoxi) (67).

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa)

La familia del factor de necrosis tumoral alfa ha sido una de las familias de proteinas mas
intensamente estudiadas. Esta familia la constituyen 19 miembros que median diversas
funciones bioldgicas al ligar a la superficie de la membrana receptores que pertenecen a la
familia de receptores TNF (TNFr) (68). Los miembros de ésta familia, por otra parte, también
pueden ejercer dafio en el huésped, como sépsis 0o caquexia en tumores, y enfermedades
autoinmunes. Ademads, ahora son conocidos el papel esencial de los miembros de la
superfamilia de TNF, TNF-alfa, TNF-beta, TNF y LIGHT, asi como sus receptores durante la
organogénesis de érganos linfaticos secundarios y el mantenimiento de la arquitectura de

los tejidos linfaticos (69).

EL TNF es una citocina proinflamatoria que juega un rol critico en diversos eventos celulares,
incluyendo proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis; estando también involucrada en
muchos tipos de enfermedades. Se ha demostrado que las diversas respuestas bioldgicas
mediadas por TNF se alcanzan por la activaciéon de multiples mecanismos de sefalizacion.
Especialmente la activacidn de factores de trascripcion NF-kB y AP-1 juegan un papel critico
durante estas respuestas celulares. TNF-alfa, a través de conexiones a receptores especificos

sobre la membrana celular, actia iniciando una cascada de eventos entre los que destacan
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la induccion, activacién o inhibicion de numerosos genes reguladores de citocinas en el

nucleo celular (69).

2.2.2. Quimiocinas

Las quimiocinas son pequefas secuencias de proteinas que son importantes componentes

del sistema inmune innato.

La mayoria son péptidos de 70-125 aminodcidos de longitud y son ricas en residuos de
aminodcidos bdasicos. Las quimiocinas, llamadas asi por sus propiedades quimioatrayentes,
fueron demostradas por primera vez en pruebas de quimiotaxis de neutrdfilos, y es bien
conocido que las quimiocinas juegan un rol importante en el tréfico leucocitario,
hematopoyesis, organogénesis, comunicacién neuronal y modulacion de la angiogénesis

(70).

La primer quimiocina fue identificada en 1977, subsecuentemente desde 1984 hasta 1989,
fueron identificadas otras proteinas relacionadas, incluyendo la proteina 10 inductora de
INF-gama (IP-10), monocina inductora de INF-gama, reguladora de la activacién de células T
normales expresadas y secretadas (RANTES) y proteina de macréfago inflamatoria 1 alfa
(MIP-1alfa). En 1992, en el tercer Simposio Internacional sobre citocinas quimiotacticas en
Baden, Alemania, el término quimiocina, que es un neologismo corto de citocinas
guimiotacticas, fue acuiado y aceptado como estandar. La nomenclatura de las quimiocinas
estd basada en la configuracién del grupo amino-proximal con contenido de cisteina. Basado
en este sistema hay actualmente 4 familias de quimiocinas: CXC, CC, CX3C y C (donde X es
cualquier amino acido), CXC o quimiocinas alfa, CC o quimiocinas beta, C o quimiocinas gama

y CX3C o quimiocinas delta (70,71).
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A finales de la década de 1960, se observd que los linfocitos T activados secretan linfocinas
que poseen una actividad quimioatrayente muy potente de monocitos y neutrdéfilos. Desde
entonces, se describieron mas de estas quimiocinas. Ahora se sabe que todos los tipos
celulares poseen la capacidad para producir una o mas quimiocinas, cada una de las cuales

actua sobre tipos especificos de células blanco que cuentan con los receptores apropiados.

Las quimiocinas son multifuncionales, no solo regulan la quimiotaxia, sino también la
adhesién, degranulacion, angiogénesis, desarrollo de células inmunes y hematopoyéticas, asi
como la génesis de organos linfoides. De acuerdo con sus funciones dentro de la fisiologia
normal y defensa del huésped, las quimiocinas también participan en un gran namero de

trastornos inflamatorios o autoinmunes (72).

Se han identificado dieciséis receptores de quimiocinas funcionales. Todos ellos pertenecen
a la gran superfamilia de receptores que poseen siete dominios transmembranales. Los
dieciséis receptores funcionales identificados hasta el momento incluyen cinco CXCR, nueve
CCR, un CX3CR y un XCR. Cada uno de estos receptores se une solo a la subfamilia de
guimiocinas correspondiente, aunque algunos son capaces de unirse con gran afinidad hasta
con ocho miembros diferentes de una subfamilia. Las propiedades bioldgicas de las
quimiocinas estan supeditadas por las condiciones bajo las cuales son secretadas, por el
receptor al que se unen y por las células donde esos receptores se expresan. La mayoria de
las quimiocinas se puede asignar a una de dos amplias categorias funcionales: quimiocinas

proinflamatorias, y las quimiocinas homeostaticas o quimiocinas del desarrollo (73).

Las quimiocinas proinflamatorias se producen durante el curso de reacciones inflamatorias o
inmunes, y sirven para movilizar las defensas del huésped; las quimiocinas del desarrollo, se

producen casi de manera continua y contribuyen a guiar el desarrollo, mantener la
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homeostasis o dirigir el trafico de células circulantes en los tejidos normales. Muchas
quimiocinas de las subfamilias CC, CXC y CX3C poseen actividad proinflamatoria, puesto que
atraen leucocitos particulares a sitios de lesién o infeccién. Casi todos los miembros de esta
categoria pueden ser secretados por macréfagos activados, aunque algunos miembros
individuales también son producidos, después de la estimulacién adecuada, por muchas
otras células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. Los estimulos que inducen la
liberacion de estas quimiocinas incluyen los lipopolisacaridos bacterianos (LPS), IL-1, factor
de necrosis tumoral a (TNF a), interferén y (IFN y) y otras sefiales de lesiéon o de estrés
tisular. Las quimiocinas proinflamatorias de la subfamilia CC se codifican en el cromosoma
17. El tipo de inflamacién que promueven varia de acuerdo con los receptores a los que se

unen.

La mayoria de las quimiocinas CC son proinflamatorias y producen sus efectos a través de
combinaciones diversas de cinco receptores diferentes, localizados en las células T activadas,
dendriticas inmaduras y otros tipos de células mononucleares. Las quimiocinas CC
proinflamatorias generalmente promueven la inflamacidn crénica y respuestas inmunes

adquiridas, sus receptores son: CCR1-9 (74).

Hoy en dia, la nomenclatura sistematica ha reemplazado a los nombres descriptivos o
cldsicos aunque éstos todavia son utilizados en la literatura cientifica reciente. Dentro de las
guimiocinas CC se encuentra: proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1); RANTES
(CCL5) que es quimiotactico para linfocitos T de memoria, linfocitos NK, eosindfilos y
basdéfilos que expresan el receptor CCR5; la quimiocina MIP3 en la nueva nomenclatura se
denomina CCL23 vy su receptor es CCR1; proteina inflamatoria de macréfagos 1 (MIP-1-

alfa)/CCL3. Tanto RANTES como MIP son proteinas inflamatorias de macrdfagos (75).
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RANTES

La actividad quimiotactica de RANTES, ahora dada la designacion inmunolégica CCL5, atrae
células T, células dendriticas, eosindfilos, células NK, células mast y basofilos a los sitios de
inflamacién e infeccion. Debido a su localizacién y producciéon, RANTES tiene actividad
benéfica atrayendo células inmunes a dreas de infeccidn y dafio. También puede ser
involucrada en actividades antimicrobianas directas mediante la induccién de monocitos en
macréfagos. RANTES puede ser angiogénico y también puede incrementar el potencial

metastdsico de células cancerigenas (76).

MIP-3

MIP-3 alfa/CCL20/ LARC es el ligando especifico para CCR6, es quimiotactica para monocitos
y linfocitos. Fibroblastos sinoviales de la artritis reumatoide producen esta quimiocina en
respuesta a TNF-alfa, IL-1, IL-17 e IL-8. Esta quimiocina ha sido implicada en el reclutamiento
de IL-17 produciendo células CCR6 Th17 en el liquido sinovial, induce proliferacién tanto de
osteoblastos como diferenciacién de osteoclastos. Y sobre todo el incremento de Ia
expresidon de esta quimiocina fue detectada en el hueso subcondral en pacientes con artritis

reumatoide (77).

2.2.3. Células

Macrofagos

Los macréfagos se diferencian al salir de los vasos sanguineos, son células muy grandes con
propiedades fagociticas ya que poseen organitos en su citoplasma que contienen granulos
en el interior con sustancias citotoxicas contra agentes patégenos. Casi todos los tejidos,
organos y cavidades poseen una poblacion constante de macrdofagos residentes vy

dependiendo en que sitio estén establecidos adquieren un nombre especifico, asi por
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ejemplo histiocitos corresponde al nombre de los que residen en el tejido conjuntivo, células
de Kupffer en el higado, osteoclastos en el hueso, macroéfagos alveolares en el pulmdén por
mencionar algunos. La forma y funcién dependen varia segun el tejido en el que se

encuentren (78).

Los macréfagos también se encuentran en érganos linfaticos. Se ubican en muchas regiones
del ganglio linfatico, en particular en el seno marginal, donde la linfa aferente ingresa al
tejido linfatico, y en los cordones medulares, donde se colecta la linfa eferente antes de fluir
a la sangre . Su principal funciéon es fagocitar microorganismos y particulas de antigeno y de
este modo impedir que ingresen en la sangre. Si bien los macréfagos procesan
microorganismos y antigenos fagocitados y exponen antigenos peptidicos en su superficie en
conjunto con moléculas co-estimuladores, se piensa que se funcion principal en los tejidos

linfaticos es actuar como fagocitos de patdgenos y de linfocitos apoptdsicos.

Los macréfagos en reposo tienen pocas o ninguna molécula del MHC de clase Il en su
superficie y no expresan B7. La expresion de moléculas del MHC de clase Il y de B7 es
inducida por la ingestion de microorganismos y el reconocimiento de sus patrones
moleculares ajenos. Los macrdfagos, como células dendriticas histicas, tienen una variedad
de receptores que reconocen componentes de la superficie microbiana, como el receptor de
manosa, el receptor fagocitico, receptores del complemento y varios TLR. Tales receptores
participan en la fagocitosis de microorganismos y en la sefializacidon para la secrecién de

citocinas proinflamatorias, que reclutan y activan mas fagocitos.

Los macréfagos fagocitan continuamente células muertas o moribunda, que son fuentes
ricas en antigenos propios, por lo cual reviste particular importancia que no activen células T

en ausencia de infeccién microbiana (79).
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La poblacion de macrdfagos exhibe un amplio rango de fenotipos funcionales y antigénicos,
que incluyen la produccién de citocinas, respuesta a estimulos inmunomodulatorios y la
limpia de patdgenos. Su amplia distribucién en los tejidos hace que estas células estan
puedan proveer una defensa inmediata frente a elementos exdgenos previo a la migraciéon
de leucocitos. La circulacion de monocitos provee una fuente movil de inmunocitos
competentes funcionalmente capaz de infiltrarse en los tejidos. Porque los macrofagos
participan en ambas inmunidades especificas via presentacién de antigeno y produccion de
IL-1 y la inmunidad no especifica en contra de bacterias, virus, hongos y patdgenos

neoplasicos (80,81).

Linfocitos CD8

Los linfocitos CD8 son grandes linfocitos granulares que median funciones cruciales de la
respuesta inmune innata principalmente en contra de infecciones virales. Destruyen células

diana que no expresan o deficientemente expresan moléculas del MHC | (82).

La gran mayoria de los linfocitos T CD8 que se diferencian a células efectoras cumplen una
funcién citolitica, eliminando células que se encuentran infectadas por patdgenos
intracelulares sobre todo virus. Estas células requieren, en general, una mayor
coestimulacion que los linfocitos CD4, quiza porque son potencialmente mas peligrosas.

Dicha coestimulacion pueden ocurrir de dos formas distintas:

Las células Tc pueden ser directamente activadas por APC con altos niveles de moléculas
coestimuladoras, induciendo la sintesis de IL2 necesaria para ejercer su funcion citolitica
sobre esa y otras células infectadas por virus. Cuando la coestimulacion es escasa, las células
Tc necesitan la presencia y colaboracién de las células Th1, que deben reconocer antigenos
del mismo patdégeno. La union de la célula Th1l puede inducir un incremento en la actividad

coestimuladora en la célula presentadora, siendo capaz ya de activar al linfocito Tc, como en
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el caso anterior. O bien, la propia célula Th activada por la célula presentadora puede

sintetizar IL2, que es capaz de inducir la diferenciacién de la célula Tc efectora.

Los linfocitos CD8 secretan citoxinas (también llamadas citolisinas) sobre cualquier célula
diana en la que el linfocito CD8 reconozca de forma especifica el complejo antigeno/MHC.
Las citocinas en cambio Unicamente actlan sobre aquellas células que posean receptores de

citocinas en la membrana.

La respuesta funcional de los linfocitos T CD8 es un componente esencial de la respuesta
inmune adaptativa para varios canceres, patégenos bacteriales y virales. Sobre la relacién
con los antigenos, los CD8 ingenuos rapidamente se expanden y se diferencian en linfocitos
T CD8 efectores, produciendo citocinas como INF-alfa y las moléculas efectores, perforinas y
granzimas B. Linfocitos T CD8 efectores juegan un rol esencial en la defensa del huésped,
usando al menos dos diferentes mecanismos para mediar el asesinato directo de células
diana, actian mediante la liberacidon de perforinas y granzima B, la cual es una proteasa
sérica que induce la apoptosis y también expresa el ligando Fas para unirse a Fas en las

células diana resultando en la apoptosis (83).
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1. Metodologia

1.1. Descripcion de la muestra

Se utilizaron 48 ratones de la cepa BALB/C (hembras y machos), de un peso entre 30y 40 gr.
Y de 12 a 16 semanas de edad (figura 1). Los ratones fueron criados y mantenidos bajo
condiciones estandares de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062Z00-199) en el
bioterio del departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina UANL. Las
condiciones del bioterio fueron: temperatura de 20-25 °C, alimentacién con croquetas

(Purina®, México S.A. de C.V.) y agua destilada estéril ad libitum.

El manejo de los ratones fue hecho respetando los acuerdos de la Declaracion de Helsynki.
Se obtuvo la autorizacion del comité de bioética de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Monterrey (México).

El comportamiento del ratéon es mds simple y mas dependiente sobre acciones elementales

que el comportamiento de la rata (84).

Figura 1.- Raton de la cepa BALB/C
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Se evaluaron los cementos Apexit® (hidroxido de calcio), MTA (sales tricalcicas y éxido de

silicato) y Portland (figura 2).
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Figura 2.- Cementos endoddnticos utilizados en el estudio.

Se utilizaron 48 ratones, se hicieron grupos de 12 ratones cada uno; los primeros 3 grupos
fueron los grupos experimentales (problema), el grupo A corresponde a ratones inoculados
con Apexit® (cemento a base hidroxido de calcio), el grupo B a ratones inoculados con MTA
(cemento a base de sales tricalcicas), el grupo C a ratones inoculados con Portland
(cemento a base de sales tricalcicas) y el cuarto grupo es el testigo (T) que corresponden a

ratones inoculados con suero fisioldgico.

A los ratones se les hizo una inoculacién intradérmica 100 ul del sellador en la regién dorsal,

mientas que a los del grupo testigo se les inyecto solucidn fisiolégica (figura 3).

Figura 3.- Inoculacién intradérmica
del cemento.
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Los ratones fueron sacrificados mediante la técnica de dislocacién cervical a las 12 horas, 24
horas (para evaluar la inflamacion aguda) y a los 7 dias (para evaluar la inflamacidn crdénica).
Del total de 16 ratones, cuatro ratones fueron destinados en cada grupo y cada intervalo de
tiempo: 12 de los grupos experimentales y 4 del grupo testigo. Con un bisturi se obtuvieron
muestras de tejido de aproximadamente 1 cm. del tejido subcutdneo donde se localizaba el
sellador (figura 4). Ademas se obtuvo el bazo, el cual se colocd junto con la piel como un

control positivo.

X
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Figura 4.- Muestras de tejido tras la exposicion a los diferentes cementos.

Las muestras fueron colocadas en frascos de vidrio con formaldehido al 4% con el fin de fijar

el tejido, es decir detener los procesos metabdlicos post-mortem.

Se proceso el tejido y se tifieron los cortes por las técnicas de hematoxilina y eosina para
revisar la respuesta inflamatoria. En cortes seriados, por métodos inmunocitoquimicos, se
reviso la presencia de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias: TNF- Alfa, IL-1
Beta, IL-6. De modo similar, se analizard la presencia in situ de las quimiocinas: RANTES, MIP-
3; asi como la presencia de linfocitos T CD8 y macréfagos (CD-14). Un analisis morfolégico y
morfométrico seguido de las pruebas estadisticas complementarias permitié distinguir cual

tipo de cemento ocasiona mayor respuesta inflamatoria.

1.2. Técnicas histoldgicas

Técnica de hematoxilina y eosina

Se eligié al azar una laminilla de cada grupo (correspondiente a cada ratén) y fue tefiida
mediante la técnica de hematoxilina y eosina (figura 5). Se observaron al microscopio y se

evallo si se encontraban presentes las estructuras histoldgicas que se requerian (epidermis,
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dermis, tejido inflamatorio, musculo, foliculos pilosos y bazo) para poder realizar las

tinciones de inmunocitoquimica y posteriormente el analisis morfométrico.

APEXIT MTA PORTLAND

Figura 5.- Muestra de tejido de ratén expuestas a los diferentes cementos tefiidas con
hematoxilina-eosina

Técnica de inmunohistoquimica

El fundamento de la técnica de inmunohistoquimica se basa en la especificidad que existe
en la reaccién entre el antigeno y el anticuerpo. Un antigeno es cualquier sustancia que al
entrar en el cuerpo es capaz de producir una respuesta inmunoldgica especifica, por otra
parte un anticuerpo es una proteina que producida por ciertas células principalmente
leucocitos que se unen a los antigenos. Para poder identificar un antigeno especifico los
anticuerpos se conjugan o unen quimicamente con un colorante o sustancia que permita sea

visible el complejo antigeno-anticuerpo al microscopio.

Hay métodos donde se combinan técnicas de histoquimica enzimdtica con métodos
inmunohistoquimicos tradicionales para amplificar la reacciéon localizadora entre un
antigeno y un anticuerpo. En este caso la enzima peroxidasa de rabano se conjuga con un
anticuerpo primario. Después de producida la reacciéon antigeno-anticuerpo se pone en
marcha el procedimiento histoquimico que detecta la actividad de la peroxidasa para
determinar la localizacién del complejo antigeno-anticuerpo (reaccién directa). Para un

resultado mds especifico la peroxidasa se adhiere a una anti-y-globulina (anticuerpo
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secundario) que se une al anticuerpo primario, lo cual amplifica aun mas la reaccién de la

peroxidasa.

Pasos de la técnica de inmunohistoquimica

El siguiente paso después de que las muestras fueron fijadas en formaldehido al 4%; es la
inclusion; sin embargo como la parafina no es miscible con el agua que contiene el tejido se
lleva a cabo primero la deshidratacion del tejido colocandolo en soluciones alcohdlicas en
concentraciones crecientes desde 50% hasta 100% para seguir con la aclaracién que
consistio en colocar la muestra en xileno dos veces; el tejido debe estar en cada solucién

aproximadamente 5 minutos.

Una vez aclarado el tejido los tejidos se colocaron durante 24 horas en la estufa en
recipientes de pldstico con parafina previamente derretida a una temperatura de 60°C,
permaneceran aproximadamente 2 horas con el fin de que el tejido se impregne
perfectamente y posteriormente se realizd un cambio de ésta; el ultimo paso de la inclusidon

es dejar las muestras a temperatura ambiente con el fin de que solidifiquen (figuras 6y 7).

Figura 6.- Incubacion en estufa 24 horas Figura 7.- Muestra incluida en parafina
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Figura 8.- Microtomo

Con el fin de lograr que el tejido se extienda
se colocaran en el bafio Maria a una
temperatura aproximada de 45°C. Los

cortes histoldgicos se colocaran en
portaobjetos a los cudles se les colocara
previamente albumina de Meyer. En
seguida los cortes se colocaran en la estufa
durante 5 minutos, esto permite que
reaccione la albumina de Meyer con el calor,
con el objetivo de que el tejido quede

pegado al vidrio (figura 9).

La microtomia es el siguiente paso, vy
consiste en hacer cortes histolégicos de las
muestras de un grosor de 7 um el cudl se

realizard con un micrétomo (figura 8).

e -9

Figura 9.- Cuba de baifo Maria

Se desparafina el tejido, éste paso se lleva a cabo colocando los tejidos en xileno durante 10

minutos 2 veces. Después se lleva a cabo la hidratacién que consiste en sumergir los tejidos

en soluciones alcohdlicas en grado decreciente hasta llegar a solucién Buffer PBS

(amortiguador salino de fosfatos).

Luego los cortes se colocan en metanol con peréxido de hidrégeno al 0.3%, durante 20

minutos, con la finalidad de eliminar la peroxidasa enddgena.
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Una vez concluido el tiempo las laminillas se enjuagan en solucién Buffer PBS durante 5
minutos 2 veces, para colocar los cortes en las cdmaras humedas (figura 10); para incubar el
primer anticuerpo en una dilucién 1:300 durante 12 horas a temperatura ambiente. Se
utilizaron anticuerpos policlonales (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) en contra de mouse IL-6
(sc-1265 goat), mouse IL-1Beta (sc-1252 goat), mouse TNF-Alfa (sc-52618 rat), mouse MIP-3
(sc-9778 goat), mouse RANTES (sc-1410 goat), mouse linfocitos T CD8 (sc-69653 rat) y mouse

macréfagos CD 14 (sc-699 goat).

Figura 10.- Cdmaras humedas para incubacién.

Después de las 12 horas las laminillas se enjuagan en solucion Buffer PBS 2 veces, el
siguiente paso es colocarles el segundo anticuerpo durante 2 horas a temperatura ambiente,
luego se lavan y posteriormente se les coloca en una solucién de diaminobencidina al 0.05%,
perdxido de hidrégeno al 0.04% en Buffer PBS. Después de lavarlas 2 veces se colocan 1
minuto en hematoxilina de Harris, luego se enjuagan 2 veces en agua corriente, en seguida
las laminillas se deshidratan colocandolas en soluciones alcohdlicas en concentraciones
crecientes hasta llegar a alcohol al 100% y después se colocan en xileno 2 veces, para

posteriormente montarlas con una resina entellan.

Los controles negativos incluyeron la omisidn del anticuerpo primario, absorcién liquido-fase

con el antigeno homologo (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y el uso de suero no inmune. Asi
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también en cada una de los preparados se incluyo una seccién de bazo como testigo positivo

de la tincion.

1.3. Analisis morfométrico

Cada una de las laminillas se observaron al microscopio de campo claro y se cuantifico la
cantidad de células inmunoreactivas que expresan IL-6, IL-1Beta, TNF-Alfa, MIP-3, RANTES,
linfocitos T CD8 y macrdfagos (CD 14) en 5 campos de 400X (el ocular era de 10 X y el
objetivo de 40 X y factor de tubo 1 X) en cada una de las regiones, es decir, de la epidermis,
dermis, musculo, foliculos pilosos y en el tejido inflamatorio de alrededor del material

inoculado.

1.4. Analisis estadistico

En este trabajo se realizd una estadistica descriptiva (media, desviaciéon estandar vy
porcentajes) y una estadistica analitica empleando la prueba T de Student y el andlisis de la
varianza (ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas entre los diferentes

marcadores. Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS 15.0.1.
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RESULTADOS

Los resultados encontrados para cada uno de los cementos endoddnticos fueron los
siguientes:

1. CEMENTO APEXIT

APEXIT A LAS 12 HORAS

Cuando se estudié la expresion de los distintos marcadores inflamatorios en diferentes
regiones por parte de las células inmunoreactivas a las 12 horas de la inoculacion del
cemento Apexit® se encontraron los siguiente resultados: en la expresién de MIP-3, el
numero medio de células fue de 3,33+1,52 a nivel del musculo y de 3,00+0,57 células a nivel
del foliculo piloso. En la expresidon de IL-6 se encontraron 4+1,73 células en la dermis;
3,66+1,52 a nivel del tejido inflamatorio; 6,66+1,52 células a nivel del musculo y 14+5,19 a

nivel del foliculo piloso. No se observé expresién de CD8, CD14, Rantes, IL-1beta o de TNF-

alfa (figuras 11-15).

Figura 11.- Células musculares Flgura 12.-- Celulas inmunoreactivas en
inmunoreactivas con el anticuerpo anti IL- los foliculos pilosos con el nticuerpo anti
6. IL-6.

Figura 15.- Células inmunoreactivas en

los foliculos pilosos con el anticuerpo anti
MIP-3.

Figura 13.- Células inmunoreactivas en la Figura 14.- Células inmunoreactivas en el
dermis de la piel con el anticuerpo anti tejido inflamatorio de la piel con el
MIP-3. anticuerpo anti MIP-3.
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Para cada tiempo de inoculacion (12 horas, 24 horas y 7 dias) se realizd un andlisis de la
varianza (ANOVA) de los marcadores expresados por region estudiada (epidermis, dermis,
tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso). Para las muestras obtenidas tras las 12 horas
de inoculacion con Apexit, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre la expresién de MIP-3 a nivel del foliculo piloso y el musculo. En el caso de la
expresion de IL-6, también se encontraron diferencias (p<0.05) a nivel del tejido

inflamatorio, el musculo y el foliculo piloso (figura 16).
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n° medio células

Apexit alas 12 horas

O Dermis B Tej.Inflam. O Masculo O Folic.Piloso

Figura 16.- Expresidn de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento Apexit a
las 12 horas. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

APEXIT A LAS 24 HORAS

En el caso de la expresion de los distintos marcadores a las 24 horas de la inoculacion del
cemento Apexit, sélo se aprecid expresidn de IL-6 con los siguientes recuentos medios de
células inmunoreactivas: 5+0 células a nivel del musculo y 1445,65, a nivel del foliculo piloso.

El resto de marcadores no se expresaron en este intervalo de tiempo (figuras 17 y 18).
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Figura 17.- Células inmunoreactivas en los foliculos Figura 18.- Células inmunoreactivas en los foliculos
pilosos con el anticuerpo anti IL-6. pilosos con el anticuerpo anti IL-6.

En las muestras obtenidas tras las 24 horas de inoculacidon con Apexit, hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre la expresion de IL-6 a nivel del musculo y del

foliculo piloso (figura 19).
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Figura 19.- Expresion de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento Apexit a
las 24 horas. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

APEXIT A LOS 7 DIAS
Al igual de lo que ocurre a las 24 horas, a los 7 dias de inoculacidon del cemento Apexit,

Unicamente hubo expresidn de IL-6 con los siguientes valores medios: 14+1,73 células a nivel
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de la dermis; 12,33+2,51 a nivel del tejido inflamatorio y 13,3%4,72 células a nivel del

musculo (figuras 20y 21).

Figura 20.- Células inmunoreactivas en los foliculos Figura 21.- Células inmunoreactivas en los
pilosos con el anticuerpo anti IL-6. foliculos pilosos con el anticuerpo anti IL-6.

A los 7 dias de la inoculaciéon, hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre

la expresion de IL-6 a nivel de la dermis, el tejido inflamatorio y el musculo (figura 22).
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CD8 CD14 MIP-3 RANTES IL-1beta IL-6 TNF-alfa

Apexit alos 7 dias

O Dermis B Tej.Inflam. O Musculo O Folic.Piloso

Figura 22.- Expresion de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento Apexit a
los 7 dias. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

2. CEMENTO MTA
MTA A LAS 12 HORAS
Al analizar la expresién de los distintos marcadores inflamatorios en diferentes regiones por

parte de las células inmunoreactivas a las 12 horas de la inoculacién del cemento MTA se
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hallaron los siguiente resultados: En la expresion de MIP-3, el nimero medio de células fue
de 180 a nivel del musculo y de 19,510,70 células a nivel del foliculo piloso. En la expresion
de IL-6 se encontraron 8.6+1.52 células en la dermis; 8.310.57 a nivel del tejido inflamatorio;
14.314.04 células a nivel del musculo y 12+8.88 a nivel del foliculo piloso. De forma andaloga
al cemento Apexit, no se observé expresion de CD8, CD14, Rantes, IL.-1beta o de TNF-alfa.

(figuras 23-26)

Figura 23.- Células musculares inmunoreactivas Figura 24.- Células inmunoreactivas en los
foliculos pilosos con el anticuerpo anti MIP-3.
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Figura 25.- Células musculares inmunoreactivas Figura 26.- Células inmunoreactivas en los
con el anticuerpo anti IL-6. foliculos pilosos con el anticuerpo anti IL-6.

Para cada tiempo de inoculacién (12 horas, 24 horas y 7dias) se realizd un andlisis de la
varianza (ANOVA) de los marcadores expresados por region estudiada (epidermis, dermis,
tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso). Para las muestras obtenidas tras las 12 horas

de inoculacién con MTA, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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entre la expresion tanto de MIP-3 como de IL-6 a nivel del foliculo piloso y el musculo (figura

27).
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Figura 27.- Expresidn de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento MTA a
las 12 horas. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

MTA A LAS 24 HORAS

En el caso de la expresidon de los distintos marcadores a las 24 horas de la inoculacion del
cemento MTA, hubo expresion de macrdfagos (CD14) con los siguientes recuentos medios
de células inmunoreactivas en las diferentes localizaciones: 1+1,73 a nivel de la dermis;
2,3314,04 células a nivel del tejido inflamatorio y 1,66+2,88 a nivel del musculo. También
aparecié expresion de MIP-3 con un numero medio de 10,66+4,04 células a nivel de la
dermis; 13,3315,68 a nivel del tejido inflamatorio y 15,33+0,57 células a nivel del musculo.
Finalmente también hubo expresién de IL-6 con las siguientes cifras medias: 14+15,66
células a nivel de la dermis; 14,66+0,57 a nivel del tejido inflamatorio y 15,66+1,15 células a

nivel del musculo (figuras 28-32).
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Figura 28.- Células musculares inmunoreactivas con  Figura 29.- Células inmunoreactivas en los
el anticuerpo anti IL-6. foliculos pilosos con el anticuerpo anti IL-6.

Figura 30.- Células dendriticas
inmunoreactivas en la epidermis de la piel
con el anticuerpo anti IL-6.
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Figura 31.- Células musculares inmunoreactivas con Figura 32.- Células inmunoreactivas en el tejido
el anticuerpo anti MIP-3. inflamatorio con el anticuerpo anti MIP-3.

En las muestras obtenidas tras las 24 horas de inoculacion con MTA, hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre la expresién de MIP-3, de IL-6 y también de

macréfagos (CD14) a nivel de la dermis, el tejido inflamatorio y el musculo (figura 33).
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Figura 33.- Expresidn de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento MTA a
las 24 horas. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

MTA A LOS 7 DIAS

La expresion de los distintos marcadores inflamatorios en diferentes regiones a los 7 dias de
la inoculacidn del cemento MTA arrojo estos resultados: En la expresién de MIP-3, el nimero
medio de células fue de 10,33+2,88 a nivel de la dermis; 9,66+4,04 a nivel del tejido
inflamatorio; 11,33+1,15 células a nivel del musculo y 8,33+7,63 a nivel del foliculo piloso. En
la expresion de IL-6 se encontraron cifras medias de 61,41 células tanto en la dermis como
en el tejido inflamatorio; 9,5+0,70 células a nivel del musculo y 13,5£2,12 a nivel del foliculo

piloso. Como en casos anteriores, no se observo expresion de CD8, CD14, Rantes, IL-1beta o

de TNF-alfa (figuras 34-37).

Figura 34.- Células musculares inmunoreactivas con Figura 35.- Células inmunoreactivas en los foliculos
el anticuerpo anti IL-6. pilosos con el anticuerpo anti IL-6.
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Figura 36.- Células musculares inmunoreactivas con Figura 37.- Células inmunoreactivas en los foliculos
el anticuerpo anti MIP-3. pilosos con el anticuerpo anti MIP-3.

A los 7 dias de la inoculacion, hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
la expresion tanto de MIP-3 como de IL-6 a nivel de la dermis, el tejido inflamatorio, el

musculo y el foliculo piloso (figura 38).
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Figura 38.- Expresidn de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento MTA a
los 7 dias. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

3. CEMENTO PORTLAND

PORTLAND A LAS 12 HORAS

Cuando se revisd la expresion de los distintos marcadores inflamatorios en diferentes

regiones por parte de las células inmunoreactivas a las 12 horas de la inoculacion del
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cemento Portland, se observaron recuentos medios de 8,5+2,12 células que expresaron MIP-
3 a nivel del tejido inflamatorio y un nimero medio de 17,33+2,08 células que expresaron IL-
6 a nivel del musculo. El resto de marcadores no se expresaron en este intervalo de tiempo

(figuras 39-41).

Figura 39.- Células musculares inmunoreactivas
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Figura 40.- Células musculares inmunoreactivas con Figura 41.- Células inmunoreactivas en el tejido
el anticuerpo anti MIP-3. inflamatorio de la piel con el anticuerpo anti MIP-3.

Para cada tiempo de inoculacién (12 horas, 24 horas y 7dias) se realizd un andlisis de la
varianza (ANOVA) de los marcadores expresados por region estudiada (epidermis, dermis,
tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso). A las 12 horas de inoculaciéon del cemento
Pértland no se observd ninguna relacion estadisticamente significativa (p>0.05) entre los

distintos marcadores expresados (figura 42).
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Figura 42.- Expresidn de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento Portland
a las 12 horas. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

PORTLAND A LAS 24 HORAS

En el caso de la expresién de los distintos marcadores a las 24 horas de la inoculacién del
cemento Portland, hubo expresién de MIP-3 con los siguientes recuentos medios de células
inmunoreactivas en las diferentes localizaciones: 4+1,73 células tanto a nivel de la dermis
como a nivel del tejido inflamatorio; 10£2 a nivel del musculo y 12,66+2,51 células a nivel del
foliculo piloso. También aparecié expresiéon de IL-6 con un nimero medio de 10+7,07 células

a nivel del musculoy 12,50£3,53 células a nivel del foliculo piloso (figuras 43-46).

Figura 43.- Células inmunoreactivas en foliculos Figura 44.- Células musculares inmunoreactivas con
pilosos con el anticuerpo anti MIP-3. el anticuerpo anti MIP-3.



RESULTADOS 59

: N
¥ M
e
] b N 'l‘
Bt
; 0 o |
Ne bk [
3 ' v ol Ny
‘\ . . j_ -’ \
it SN O
- T b .
_ Wyt
L 1
y ¥
X ‘ )
« ] Ny
L & O Ay A 4
Figura 45.- Células musculares inmunoreactivas Figura 46.- Células inmunoreactivas en los
con el anticuerpo anti IL-6 foliculos pilosos con el anticuerpo anti IL-6.

Para las muestras obtenidas tras las 24 horas de inoculaciéon con Portland, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre la expresion tanto de MIP-3 como

de IL-6 a nivel del musculo y del foliculo piloso (figura 47).
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Figura 47.- Expresion de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento Portland
a las 24 horas. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.

PORTLAND A LOS 7 DIAS

Al igual de lo que ocurre a las 12 horas, cuando se revisé la expresidon de los distintos
marcadores inflamatorios a los 7 dias de la inoculacién del cemento Portland, se observaron
recuentos medios de 9,33+1,15 células que expresaron MIP-3 a nivel del foliculo piloso y un

numero medio de 7+2 células que expresaron IL-6 a nivel del musculo y de 15,66+2,08 que
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expresaron IL-6 a nivel del foliculo piloso. El resto de marcadores no se expresaron en este

intervalo de tiempo (figuras 48-51).
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Figura 48.- Células inmunoreactivas en foliculos Figura 49.- Células inmunoreactivas en foliculos
pilosos con el anticuerpo anti IL-6. pilosos con el anticuerpo anti IL-6.
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Figura 50.- Células inmunoreactivas en los foliculos Figura 51.- Células inmunoreactivas en los foliculos
pilosos con el anticuerpo anti MIP-3. pilosos con el anticuerpo anti MIP-3.

A los 7 dias de la inoculaciéon, hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre

la expresion de IL-6 a nivel del musculo y del foliculo piloso (figura 52).
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Figura 52.- Expresidn de citocinas, quimiocinas y células del sistema inmune en respuesta al cemento Portland
a los 7 dias. Tej.Inflam.: Tejido inflamatorio; Folic.Piloso: Foliculo piloso.
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En este trabajo se evalud la biocompatibilidad de tres materiales empleados actualmente
como selladores en la terapia endoddntica. Fueron inoculados en el tejido subcutaneo de
ratones y se observaron preparaciones con muestras de tejidos obtenidos del area donde se

habia inoculado la muestra.

El estudio histopatolégico mostré una respuesta inflamatoria leve alrededor del darea donde
se habian inoculado los tres cementos, encontrandose, en general, una buena
biocompatibilidad. No obstante, el andlisis inmunocitoquimico evidencid6 mayor
biocompatibilidad del cemento Apexit, seguido del cemento Portland y, finalmente del

cemento MTA.

Actualmente se utilizan una gran variedad de pruebas para determinar la biocompatibilidad
de los materiales de uso odontoldgico. Las pruebas de citotoxicidad “in vitro” permiten
evaluar la accién de los materiales de estudio sobre diferentes células, aunque presentan
algunas limitaciones. Sin duda, las pruebas “in vivo”, facilitan una mejor comprension de la
respuesta general del huésped u hospedador frente a estos materiales. Por esto, hasta que
previamente hayan sido testados estos materiales en animales de experimentacién, no
deben realizarse estas pruebas sobre dientes humanos, ya que la colocacién directa sobre
los tejidos duros y blandos orales de los cementos selladores puede producir efectos locales

y sistémicos nocivos (5).

Es importante sefialar que las diferentes pruebas de citotoxicidad pueden presentar
discrepancias; esto depende del material utilizado y del cultivo celular que se emplee.
Asimismo, algunos resultados de otras investigaciones mostraron que los selladores
endoddnticos son solubles al ser expuestos durante un tiempo prolongado a un ambiente

acuoso, causando posibles reacciones de citotoxicidad variando de moderada a severa (85).
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Por otro lado, la inoculacion tisular de estos materiales de obturacion causan inicialmente
inflamacién y se vuelven mds biocompatibles conforme pasa el tiempo. La inflamacidn antes
mencionada es resultado del trauma y la liberacidn de sustancias nocivas de estos materiales

durante el proceso de endurecimiento (86).

Desde hace tiempo los materiales analizados en este estudio son materiales biocompatibles
habitualmente empleados en la terapia endoddntica. Desde el punto de Vvista
histopatoldgico e inmunoldgico, los tres cementos (Apexit, MTA y Portland) presentaron una
adecuada biocompatibilidad, ya que la cantidad de células inmunoreactivas a los tres

elementos fue baja.

Todos los cementos selladores indujeron a las pocas horas de su colocacién una respuesta
inflamatoria que fue decreciendo en el transcurso del periodo de valoracién establecido en
el este estudio (12 horas, 24 horas y 7 dias). Se han realizado trabajos de investigacién
similares al presente en tejido conectivo de ratas utilizando otros selladores EndoRez, AH
Plus y Epiphany (87). Algunos cementos inducen una respuesta inflamatoria posiblemente

ocasionada por el formaldehido liberado durante el fraguado (5).

El MTA estd indicado bdasicamente para el tratamiento de perforaciones radiculares vy
lesiones de furca, reabsorciones internas, cirugia endododntica, obturaciones retrégradas,
proteccion pulpar, pulpotomia, apicogénesis y apexificacion (7, 8, 11). En el presente trabajo,
este material, al igual que el Apexit y el Portland, mostré una baja respuesta inflamatoria, lo
gue concuerda con otros estudios en los que se pone de manifiesto la baja citotoxicidad y

adecuada biocompatibilidad de este material (22).
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En un estudio donde se evalud la biocompatibilidad de diferentes materiales: amalgama,
IRM, MTA y una mezcla de MTA con clorhexidina (CHX), todos ellos inoculados en tejido
subcutdneo de ratas, evidenciaron una respuesta inflamatoria leve. En el analisis histoldgico
se observd que todos los materiales utilizados fueron rodeados por una capsula de tejido

conectivo, la cual indica que fueron bien tolerados por los tejidos adyacentes (27).

Un estudio sefala que ni el MTA regular (gris) ni el MTA blanco son genotdxicos y en ningun
caso inducen muerte celular (31). Otro trabajo realizado en cultivos de células MG63 de
osteosarcoma humano en presencia del MTA, al cuantificar el crecimiento celular en ensayos
de ELISA para determinar la expresién de IL-1 alfa, IL-6, IL-8, IL-11 y M-CSF, demostraron que
el MTA es biocompatible y apto para su uso clinico (33).

La respuesta bioldgica de diferentes cementos incluyendo el MTA a los 7, 15, 30 y 60 dias fue
estudiada en tejido periodontal de ratas. La mayor proporcién de células inflamatorias y
osteoclastos se observo a los 7 dias de la inoculacién. En cambio, a los 60 dias, no se
observaron diferencias significativas entre los distintos grupos manifestando la

biocompatibilidad de los diferentes materiales testados (88)

McNamara y cols. evaluaron la biocompatibilidad del MTA examinando la respuesta
inflamatoria en ratas a las 2 y 8 semanas de la inoculacién tisular del mismo. Se
establecieron varios grupos: experimentales, compuestos por ratas en las que se inoculd
MTA mezclado con diferentes acelerantes y un grupo control compuesto por ratas en las que
se inoculd MTA mezclado con agua esterilizada. A las dos semanas, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las respuestas inflamatorias
observadas en los distintos grupos. Sin embargo, a las 8 semanas, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (p=0.03) entre la reaccién inflamatoria observada en el grupo
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de MTA con fluoruro calcico con respecto al grupo control. El resto de acelerantes no mostré
diferencias significativas. Estos hallazgos permiten afirmar que el MTA mezclado con
diferentes acelerantes puede constituir una alternativa biocompatible en el tratamiento de

conductos. (89)

En este estudio, el cemento Apexit, a base de hidréxido de calcio, fue el material que mostré
mayor biocompatibilidad. Otros trabajos realizados con cementos selladores con hidréxido
de calcio, como es el caso del sellador endoddntico Sealer 26 (90), mostrd una excelente
biocompatibilidad, causando una respuesta aguda al inicio que fue disminuyendo a las 24
horas. Esta respuesta inicial puede deberse al alto pH que exhiben las pastas de hidréxido de
calcio en un tiempo de 120 horas. Este pH causara una accion cdustica cuando se solubiliza,
ademas de inducir una necrosis superficial controlada. Otro estudio (91) realizado con
células 1929 de raton y fibroblastos de ligamento periodontal para evaluar citotoxicidad de
cuatro selladores endoddnticos, puso de manifiesto que el menos téxico fue Sealer 26. El
cemento “Fill Canal” mostré citotoxicidad en estado fresco y durante el tiempo de

endurecimiento. Por otra parte, los materiales N-Rickert y FS fueron los mas citotdxicos.

Un reciente estudio realizado con osteoblastos y fibroblastos murinos con el fin de evaluar la
adhesidn celular al cemento endodéntico MTA mezclado con varios aditivos o con agua puso
de manifiesto que la biocompatibilidad de este material observandose una amplia e

importante adhesion de osteoblastos y fibroblastos. (92)

Un estudio realizado en 33 ratas sobre las que se inoculé MTA en el tejido conectivo dorsal
analizé la respuesta inflamatoria a los 15, 30 y 60 dias. A los 15 dias, la reaccidn inflamatoria

cronica fue moderada. (93)
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Al igual que el presente trabajo, Martinez Lalis y cols. (94) realizaron un estudio comparativo
de la biocompatiblidad del cemento Portland y el MTA en tejido subcutaneo de ratas. El
infiltrado inflamatorio fue evaluado a los 7, 14 y 30 dias tras la inoculacién de los cementos.
A los 7 dias, el grupo del cemento Portland presentaba un infiltrado inflamatorio con varios
eosinofilos y tejido conectivo inmaduro; el grupo del cemento MTA presentaba un infiltrado
inflamatorio similar sin eosindfilos y con la presencia de tejido necrético abundante y
numerosas células gigantes multinucleadas de cuerpo extraio. A los 14 dias, en el grupo del
Portland, el infiltrado crénico con eosindfilos persistia; en el grupo del MTA, todavia podian
verse areas de necrosis y células gigantes. A los 30 dias, en ambos grupos se observaba un
tejido colagenoso fibroso maduro. Aunque ambos cementos (Portland y MTA) inducen
infiltrados inflamatorios crénicos, las areas de necrosis y las células gigantes multinucleadas
de cuerpo extrafio predominan en las muestras de tejido inoculadas con MTA; mientras que
la presencia de numerosos eosindfilos es apreciada en las muestras de tejido inoculadas con

cemento Portland .

Se ha encontrado citotoxicidad in vitro en células humanas de ligamento periodontal (PDL) y
células de hamster (V79) producida por cementos a base de dxido de zinc y eugenol, resina 'y
el de hidréxido de calcio, siendo este ultimo el menos citotoxico en ambos cultivos celulares.
Estos investigadores proponen el uso de selladores que contengan como base hidréxido de
calcio, puesto que inicialmente favorecen una buena respuesta bioldgica de los tejidos

perirradiculares (95).

La biocompatibilidad de los cementos a base a hidroxido de calcio también ha sido estudiada
in vivo usando tres selladores basados en dxido de zinc y eugenol y uno a base de hidréxido

de calcio. En todos los casos, los cementos causaban alguna inflamacién que decrecia con el
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tiempo. No obstante, el cemento de hidréoxido de calcio mostré menor reaccién inflamatoria
comparada con los otros cementos selladores testados. A los tres meses, no se observd
reaccién inflamatoria con ninguno de los cementos selladores (96).

Kaplan y cols. (97) hicieron un estudio con ratas Wistar para determinar las reacciones
tisulares de cinco selladores endoddnticos: Procosol y Endomethasone (que contienen OZE),
Endion (a base de ionédmero de vidrio), AH26 con base de resina epoxi, y el Sealapex con
base de CaOH, concluyendo que los cementos menos reactivos fueron Sealapex y AH26.

De igual forma, Molloy y cols. (98), demostraron esta biocompatibilidad al realizar la
evaluacidon microscoépica en el tejido conectivo de ratas Sprague-Dawley. Diversos cementos:
Sealapex a base de CaOH, Kerr’s Sealer y Roth Sealer (OZE) y el cemento AH26 fueron bien
tolerados y biocompatibles, ademas de no existir practicamente diferencia en la reaccion
causada por ellos.

De igual manera se ha comparado los niveles de secrecion de TNF-alfa por macréfagos
peritoneales de ratones en presencia de un sellador a base de hidréxido de calcio (Sealapex)
y otro en base de dxido de zinc y eugenol (Endomethasone), observandose que el sellador a
base a hidréxido de calcio indujo una menor cantidad de secrecion de TNF-alfa en

comparacion con el de éxido de zinc y eugenol (13).

La IL-6 es una citocina multifuncional con un importante papel tanto en la inflamacién
aguda como en la inflamacién crénica (65). Desarrolla efectos variados sobre multiples
células, incluyendo la promocién y desarrollo de células del sistema inmune. En este trabajo
fue la citocina predominante en todos los intervalos de estudio y para todos los cementos
testados.

MIP-3 es una quimiocina proinflamatoria que se libera en las primeras horas de la reaccién

inflamatorias y sirve para estimular las defensas del huésped. Puede ser secretada a través
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de las células T activadas, células dendriticas inmaduras y otros tipos celulares
mononucleares (74). Esta quimiocina se encontré con los tres materiales evaluados. Sin
embargo, tuvo una expresion variable, quiza debida a reacciones de cuerpo extrafio frente al
material.

Los trabajos encontrados son estudios donde se evalud la histopatologia o la citotoxicidad in
vitro y explican la presencia de células de defensa del hospedador frente al material. La
importancia de este trabajo radica en que demuestra la capacidad de los tres materiales
analizados para inducir la expresion de estos marcadores, indicando su presencia un posible

papel como factores desencadenantes de la reaccién inflamatoria del tejido conectivo.

Para finalizar, los tres materiales inoculados presentan en general buena biocompatibilidad,
con diferencias minimas en la estimulacion del sistema inmune. El cemento Apexit fue el

mas biocompatible seguidos del cemento Portland y en el ultimo lugar, el cemento MTA.
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Las conclusiones del presente trabajo son:

1. Con el cemento Apexit se encontré expresion de IL-6 en todos los intervalos de tiempo
estudiados (12 horas, 24 horas y 7 dias), mientras que sélo hubo expresion de MIP-3 a las 12

horas.

2. En el caso del cemento MTA, se observd expresion de MIP-3 e IL-6 en los tres tiempos

evaluados. A las 24 horas, hubo expresion de CD14.

3. Respecto al cemento Portland, aparecid expresién de MIP-3 e IL-6 a las 12 horas, a las 24

horasy a los 7 dias.

4. Considerando la expresion de los diferentes marcadores, el cemento Apexit fue el mas

biocompatible seguidos de los cementos Portland y MTA.
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APENDICE 1.

TECNICA DE INMUNOCITOQUIMICA.

1.- COLOCAR EN ESTUFA A 70 3C

Hasta que se disuelva la parafina (aproximadamente 5 minutos)

2.- DESPARAFINAR CON XILOL 10 minutos (2 veces)

3.- SE COLOCA EN ALCOHOL-XILOL (250 ml alcohol y 250 ml de xilol)

4.- HIDRATAR CON ALCOHOL DE MAYOR A MENOR CONCENTRACION

a) OH 100% 5 minutos c) OH 70% 5 minutos
b) OH 90% 5 minutos d) OH 50% 5 minutos
5.- SOLUCION DE BUFFER P.B..

a) Lavar con solucién Buffer P.B. 5 minutos (2 veces)

6.- SE LAVARAN CON AGUA DESTILADA

7.-METANOL CON H,0, (0.3%) (500 mlY 4.95 ml de H,0,)

20 minutos

8.- SE LAVARAN CON AGUA DESTILADA

9.- SOLUCION DE BUFFER P.B.. (0.2 M, pH 7.2-7.4, 0.1% Triton X 100)

Lavar con solucién Buffer P.B. 5 minutos (2 veces)

10.- SOLUCION DE COCTEL DE SUERO DE RATA Y CONEJO (DEPENDE DE ANTICUERPOS)
1 hora (A temperatura ambiente) NO MOVER CAJAS

11.- SOLUCION DE BUFFER PBS (0.2 M, pH 7.2-7.4, 0.1 Triton X 100)

a) Lavar con solucién Buffer PBS 5 minutos (Se pueden lavar en el mismo Buffer todas las
laminillas)

12.- INCUBACION DEL PRIMER ANTICUERPO

12 horas a temperatura ambiente NO MOVER CAJAS
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13.- SOLUCION DE BUFFER PBS

Se lavan por separado las laminillas de cada anticuerpo

14.- INCUBACION DEL SEGUNDO ANTICUERPO

1 a 2 horas a temperatura ambiente

15.- SOLUCION DE BUFFER PBS

Se lavan las laminillas por separado dependiendo el anticuerpo

16.-APLICACION DE DAB al 0.05% + H,0, al 0.04% en Buffer PBS) usar guantes
a) Ver tabla anexa

17.- SOLUCION DE BUFFER PBS

a) Lavar con solucién Buffer P.B. 5 minutos (2 veces)

18.- SE COLOCARAN EN HEMATOXILINA (1 MINUTO)

19.- SE LAVAN CON AGUA CORRIENTE 2 VECES (HASTA QUE DEJE DE PINTAR EL AGUA)

20.- DESHIDRATAR CON OH DE MENOR A MAYOR CONCENTRACION

a) OH 50 % 5 minutos ¢)OH70% 5 minutos

b) OH 60 % 5 minutos d) OH 100 % 5 minutos

21.- ACLARAR CON XILOL

a) Aclarar con xilol por 5 minutos (2 veces).

22.- MONTAR (Dejar los cortes en Xilol, NO SACARLOS) CON ENTALLAN Y UN CUBREOBIJETOS
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APENDICE 2.

BUFFER P.B.S. DAB .0,

1 ml 0.0005 g 0.00132 ml
2 ml 0.001g 0.00264 m
3ml 0.0015 g 0.00396 m
4ml 0.002 g 0.00528 ml
5 ml 0.0025 g 0.0066 m|
6 ml 0.003 g 0.00792 ml
7 ml 0.0035 g 0.00924 m
8 ml 0.004 g 0.01056 m
9 ml 0.0045 g 0.01188 ml
10 ml 0.005g 0.0132 ml

Solucién Buffer P.B.S. (0.2M, pH 7.2-7.4)

H,0, -2 litros

Fosfato de Sodio Dibasico (Na HPO,) = 43.6 gr

Fosfato de Sodio Monoba



APENDICES

87

sico Monohidratado (NaH,PO4H,0) = 12.8 gr

Triton X 100= 2 ml

Para el anticuerpo:

200 pl de Buffer por cada laminilla

1 ul de anticuerpo por cada 300 ul de Buffer
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APENDICE 3.

TECNICA DE HEMATOXILINA'Y EOSINA

1- Desparafinar

a) Colocar en estufa a 702 C (hasta que la parafina se disuelva aproximadamente de 5a 10
minutos ).

b) Xilol ( 5 minutos)

c) Xilol ( 5 minutos)

2.- Hidratar
a) OH 100% (5 minutos)
b) OH 70% (5 minutos)
c) OH 50% (5 minutos)
d) Buffer PBS (5 minutos)

e) Buffer PBS (5 minutos)

3.- Hematoxilina ( 5 minutos)

4.- Enjuagar

a) Agua destilada ( 5 minutos)

b) Agua destilada ( 5 minutos)

5.- Eosina ( 3 minutos)
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6.- Enjuagar
a) OH 90 % (5 minutos)
b) OH 100% (5 minutos)

c) OH 100% (5 minutos)

7.- Aclarar

a) Xilol (5 minutos)

b) Xilol (5 minutos)

8.- Montaje
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APENDICE 4.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON O ODONTOLOGIA

COMITE DE BIOETICA
%

Comision de Revision Bioética

Para: Dra. en C Myriam A. De La Garza-Ramos

Fecha

recepcion: 12 Noviembre de 2010

Titulo: “Biocompatibilidad de selladores endoddnticos  mediante Ia

deteccion de quimiocinas, citocinas y células del sistema inmune”

Para; CD. Maria Argelia Akemi Nakagoshi Cepeda

El presente es referencia para el protocolo de investigacién mencionado en la parte superior.

En la deliberacién de este comité, los procedimientos en dicha aplicacién conformada por las
reglas y el reglamento de el DHHS y de la FDA en relacién con los temas de uso humano. La
aprobacion se otorga durante un afio. La siguiente revision sera en Octubre del 2011,

Como condicién para aprobar la investigacion, el Responsable de la Investigacion debe de haber
leido, establecido, y firmado el escrito adjunto de nuestro Documento Federal de Seguridad

Ademas el Responsable de la Investigacion acuerda lo siguiente:

1.- A dar informacién mediante un reporte de revisién periodica, necesaria para la revision de este
protocolo por parte del comité , en intervalos apropiados para evitar el riesgo y asegurar que el
protocolo esta siendo guiado con las recomendaciones y la supervisién del comité , pero dichos
intervalos no deben de tener mas de un afio desde su inicio.

2.- Proveer al comité la forma del reporte periddico de revision, asi como el reporte final cuando
concluya su proyecto.

3.- El uso como documento de consentimiento informado para este estudio, el reporte final
aprobado por el comité IRB impreso definiendo su periodo de aprobacion

4.- Reportar cualquier evento adverso relacionado con el estudio, y que pudiera afectar la salud
mental y fisica del paciente.

5.- Este estudio esta sujeto a registro durante este periodo de tiempo.

Los registros relacionados con las acciones del comité referentes a este protocolo estan en el
archivo en la oficina de Divisién de Estudios Superiores y de Investigacitn de esta Facultad.

Dr. E. Aguirre Pequefio y Silao
Col. Mitras Centro

Monterrey, Nuevo Leon, México.
Tels. (81) 83480173 - 83475175
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Fecha de aprobacion 12 de Noviembre de 2010
Periodo aprobado . 12 de Noviembre 2009- 12 Noviembre de 2010
Responsable de la Investigacion ~CD. Maria Argelia Akemi Nakagoshi
Coautor _ ’
Comité Institucional de Investigacién y Bioética /1 :
Wi 4 \h.
( L - — - 0
¢Bra. en C MyriamyAngélica de la Garza R. Dra: ‘Rosaly-a“g,e’nzélez Melénde P)A-‘f’m;!
4 residente 'Secretaria 4 ES

enidiE” i D % ‘ﬂ
DEPARTAMENT == £ BIOETICA
o i Nakagoshi Cepeda Dra. Paula Palomares Gcrhapigmé?o%om UANL
Subdirector de Posgrado

La siguiente informacion describe las responsabilidades tomadas del Documento de archivo de Multiple
Seguridad, de La Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Odontologia, junto con la Ley federal
de Salud en Materia de Investigacion para la Salud ( $S,1987) ANEXO |

La aprobacién del protocolo esta sujeta a estas reglas.

a) Los investigadores declaran y aceptan su responsabilidad para la proteccion de los derechos y el
bienestar del humano asi como garantizar su integridad

b) Los investigadores que intenten involucrar investigaciones con humanos no estaran exentos de la
aplicacion de nuestras leyes federales y universitarias.

¢) Los investigadores son responsables de otorgar una copia de la aprobacion del IRB firmada, y el
documento de consentimiento de cada periodo de tiempo, a menos que el IRB elimine este
requerimiento. Todos los documentos de consentimiento firmados seran guardados en la oficina
administrativa de investigacion.

d) Los investigadores reportaran con rapidez los cambios propuestos en las actividades de
investigacion relacionados con humanos al IRB. Los cambios propuestos no deberan de iniciar
sin la supervisién y la aprobacion del IRB, excepto cuando sea necesario eliminar un inminente
dafio.

) Los investigadores son responsables para reportar el progreso de la investigacion a la oficina de
administrativa de investigacion, tan a menudo como se describe en las bases de riesgos del IRB,
pero no menos de una vez al afio.

Dr. E. Aguirre Pequefio y Silao
Col. Mitras Centro

Monterrey, Nuevo Ledn, México.
Tels. (81) 83480173 - 83475175
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f) Los investigadores deberan reportar inmediatamente los dafios y/o problemas que sean riesgo
para los sujetos y para otros .miembros de la comunidad

g) Ni el investigador , ni asociados interinstitucionales , No institucionales en acuerdos de
investigacién podrdn buscar para su beneficio .obtencion de créditos , la utilizacién de la
informacion de las intervenciones con el paciente que constituyan una violacion a las garantias
de su atencién medica .sin la aprobacion del IRB. Un medico debera proveer seguridad
ética/medica al paciente con la revision ¥ aprobacion del IRB, exigido por la ley.

h) Los investigadores deberan notificar al IRB, a la oficina de Investigacion Administrativa y a las
instituciones oficiales el intento para la admisién de Material humano que vayan a ser utilizados
en los protocolos de investigacion.

Capitulo 1, Capitulo 13. Prevalecera el criterio de respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y
bienestar, por lo cual se solicitara a los pacientes su aprobacién voluntaria.

Articulo 14 Fraccion V. Se contara con el consentimiento informado y por escrito del sujeto de
investigacion, en este caso se solicitara el consentimiento informado del paciente previo a la aplicacién de
los instrumentos.

Fraccion VI. Todos los estudios seran realizados por profesionales de la salud con conocimiento y
experiencia para cuidar la integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una institucion de atencion a
la salud.

Fraccién VII'y VIIL Se contara con el dictamen favorable de la Comision de Investigacion y Bioética de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn; la colecta de los datos se realizara
solo cuando se cuente con dicha autorizacién,

Articulo 16 Se protegers la privacidad del sujeto investigado, ya que no se solicitara identificacion.
Articulo 17. Fraccién I Esta investigacion (es) debe de considerase como riesgo minimo.

Articulo 18 y 21 .Para considerar existente el consentimiento informado del sujeto de investigacion recibira
una explicacién clara y completa de lo siguiente:

1) Justificacion de los objetivos de investigacion

2) Los procedimientos que vayan a usarse y su propdsito, incluyendo la identificaron de los
procedimientos que son experimentales

3) Las molestias o riesgos esperados

4) Los beneficios que pueda obtener

5) Los procedimientos alternativos que pudieran ser verificados por el sujeto.

6) La garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracién de los procedimientos, riesgos,
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigaron en el tratamiento del sujeto.

Dr. E. Aguirre Pequefio y Silao
Col. Mitras Centro

Monterrey, Nuevo Leén, México.
Tels. (81) 83480173 - 83475175
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7

8)

La libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el estudio, sin
que por ello creen prejuicios para continuar su cuidado y tratamiento

La seguridad de que no se identificara al sujeto y se mantendré la confidencialidad de la informacién
relacionada con su privacidad.

Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial sobre principios éticos para las

investigaciones médicas en seres humanos.

)]

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de Helsinki como
una propuesta de principios éticos para investigacion médica en seres humanos, incluida la
investigacion del material humano y de informacién identificables. La Declaracion debe ser
considerada como un todo y un parrafo no debe ser aplicado sin considerar todos los otros
parrafos pertinentes.

Aunque la Declaracién esta destinada principalmente a los médicos, la AMM insta a otros
participantes en la investigacién médica en seres humanos a adoptar estos principios.

El deber del médico es promover y velar por la salud de los pacientes, incluidos los que
participan en investigacién médica. Los conocimientos v la conciencia del médico han de
subordinarse al cumplimiento de ese deber.

La Declaracién de Ginebra de la Asociacién Médica Mundial vincula al médico con la
formula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi paciente", y el Codigo
Internacional de Ftica Médica afirma que: "El médico debe considerar lo mejor para el
paciente cuando preste atencién médica”,

El progreso de la medicina se basa en la investigacién que, en Gltimo término, debe inclujr
estudios en seres humanos. Las poblaciones que estan subrepresentadas en la investigacion
médica deben tener un acceso apropiado a la participacion en la investigacion.

En investigacion médica en seres humanos, el bienestar de la persona que participa en la
investigacion debe tener siempre primacia sobre todos los otros intereses.

El propésito principal de la investigacion médica en seres humanos es comprender las
causas, evolucion y efectos de las enfermedades ¥ mejorar las intervenciones preventivas,
diagndsticas y terapéuticas (métodos, procedimientos y tratamientos). Incluso, las mejores
intervenciones actuales deben ser evaluadas continuamente a través de la investigacion para
que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y de calidad.

En la practica de la medicina y de la investigacion médica, la mayorfa de las intervenciones
implican algunos riesgos y costos.

La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover el respeto a
todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales. Algunas
poblaciones sometidas a la investigacion son particularmente vulnerables y necesitan
proteccion especial. Estas incluyen a los que no pueden otorgar o rechazar el consentimiento
por si mismos y a los que pueden ser vulnerables a coercién o influencia indebida.

10)Los médicos deben considerar las normas y estandares ¢ticos, legales y juridicos para la

investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas y estandares
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