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Capitulo1: Resumen

.,

| conocimiento de las propiedades de los materiales dentalesy el comportamiento

celular de los tejidos y su reaccion como mecanismos de defensa inmunoldgica

es de suma importancia para que el odontdlogo pueda tener bases cientificas en
la eleccion de los mismos. Los Objetivos de este trabajo de investigacion son: evaluar
y comparar la biocompatibilidad por medio de la histoquimica y la inmunocitoquimica
de cuatro tipos de materiales odontologicos utilizados para la fabricacion de protesis
dentales: LUCITONE® (FRS Denstply, México), VALPLAST® (International Corp.
Long Island City N.Y), acrilico (Nic Tone, MDC Dental de Zapopan Jalisco México) y
polipropileno (Indelpro, Monterrey. N.L. México). Se detecta la produccion in situ de
quimiocinas (RANTES y MIP3), citocinas proinflamatorias (Interleucina 1 Beta “IL-1B",
Interleucina 6 “IL-6" y TNF alfa) y células del sistema inmune (linfocitos T por medio
del CD8 y macrofagos por medio del CD14). Material y Métodos: Para el estudio se
realizaron inoculaciones en 60 ratones de la cepa BALB/C con materiales que se utilizan
para realizar proétesis dentales: VALPLAST®, LUCITONE®, acrilico y polipropileno. Se
dividieron en 5 grupos de 12 ratones, uno por cada material experimental y un grupo
control. Una vez inoculados, se sacrificaron los animales en periodos de 12 horas, 24
horas y 7 dias. Se realizaron las muestras histoldgicas con la técnica de parafina, se
realizaron las tinciones especificas para cada uno de los marcadores de la inflamacion
estudiados y se observaron las reacciones de los tejidos por medio de recuento celular a
través de la microscopia Optica. Resultados: En los tejidos inoculados con LUCITONE®,
transcurridas 12 horas, se detectaron células del sistema inmune en tejido inflamatorio
y dermis, encontrandose CD8 en ambos tejidos y CD14 solo en tejido inflamatorio. Las
quimiocinas MIP3 se encontraron en tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso y
la quimiocina RANTES solo se encontrd en tejido inflamatorio. La maxima expresion
correspondié a la citocina proinflamatoria IL-6 que aparece en todos los tejidos, igual
que la IL-1B que aparece en todos los tejidos excepto en la epidermis. En cambio el
TNF alfa, solo se detectd en tejido inflamatorio y dermis. En analisis de la respuesta
a LUCITONE®, a las 12 horas, se observa que en el tejido inflamatorio se encuentran
todos los marcadores estudiados y que, en dermis, estaban presentes todos excepto
CD14, MIP3 y RANTES. El analisis a las 24 horas se caracteriza por la desaparicion de
las células inmunes CD8 y CD14 y las quimiocinas, estando presente MIP3, aunque
disminuida. En este periodo la respuesta inflamatoria se caracterizo principalmente por
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Capitulo 1: Resumen

la presencia de IL-1B y por IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis. El analisis a los
7 dias solo se caracteriza por la presencia de citocinas proinflamatorias y, especialmente, por
un incremento de la IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis, con desaparicién de
la IL-1B. Con VALPLAST®, a las 12 horas, solo se encontré una expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-1 f y con IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis con maxima
expresion en el musculo, donde duplicaron su presencia respecto a otros tejidos. A las 24
horas, se observa un incremento de la cantidad de esas citocinas, principalmente de la IL-6,
que se duplica. A los 7 dias se produce la desaparicién de la IL-1B, persistiendo la presencia
de IL-6 en similar numero en dermis y tejido inflamatorio pero disminuyendo a la mitad en
tejido muscular.

Los tejidos inoculados con polipropileno se caracterizan, a las 12 horas, por una
leve presencia de células del sistema inmune con CD14, quimiocinas MIP3 y citocinas pro-
inflamatorias IL-6 en dermis y tejido inflamatorio. No hay presencia de IL-1p. A las 24 horas,
se detecta un incremento importante de IL-6 en todos los tejidos con leve presencia de la IL-
1B en dermis, tejido inflamatorio y foliculo piloso y presencia de escasas células CD14. A los
7 dias, se observa IL-6 en cantidad similar a la obtenida en los analisis a las 24horas, en todos
los tejidos.

Los inoculados por acrilico, a las 12 h, demostraron una fuerte expresion de IL-6 en
todos los tejidos y de la quimiocina MIP3 en todos los tejidos excepto en la dermis. A las 24
horas, la respuesta se mantiene similar pero con la aparicion de células del sistema inmune
CD14 en dermis y tejido inflamatorio. A los 7 dias, se caracteriza por la presencia exclusiva de
un numero elevado de células con expresion IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis.

Conclusiones: La IL-6 fue la citocina que se expresdé en mayor cantidad en todos
los tejidos examinados, con los cuatro materiales y en los 3 tiempos del estudio, siendo su
expresion maxima a las 24 horas y a los 7 dias de su inoculacion.

Segun la expresion de las células inmunorreactivas en los tejidos inoculados con los
diferentes materiales experimentales, en los tres tiempos estudiados, alas 12 h, el polipropileno
demuestra la mayor biocompatibilidad y, el acrilico, la menor. Tras 24 h'y 7 dias se incrementa
la expresion de células inmunorreactivas siendo el acrilico el material menos biocompatible.
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Capituloll:Introduccion

na de las principales razones por las que acude el paciente a la consulta odontolégica

es la necesidad de sustituir una o, en la mayoria de los casos, varias piezas ausentes.

Cuando faltan varias piezas y el odontdlogo decide qué tipo de restauracién
realizara, en algunos casos se opta por colocar una protesis parcial removible y, entonces,
debera tener en cuenta el disefio del aparato asi como los materiales con los que se realizara
dicha protesis.

Las proétesis removibles son aparatos protésicos de soporte dento-mucoso bilateral,
colocados y removidos a voluntad del paciente y sirven para reponer las piezas dentales
ausentes, devolviendo a la boca su fisiologia, anatomia y estética.

En el mercado hay una amplia variedad de materiales que se utilizan para confeccionar
estas protesis. Entre los materiales que mas cominmente se manejan destacan los basados
en acrilico (metacrilato de metilo), VALPLAST® (resina termoplastica), LUCITONE® (resina
termoplastica) y actualmente en el mercado se manejan tambien los basados en polipropileno.

Estos materiales, debido a sus componentes quimicos, presentan cierto grado de
citotoxicidad y, dado que éstos materiales estaran en contacto intimo con la mucosa oral, es
muy importante que éstos sean biocompatibles ademas de que posean otras propiedades
deseables como, estabilidad dimensional, estabilidad del color, dureza, elasticidad, superficie
homogénea. Esta Gltima es una caracteristica importante, para disminuir en lo posible la
adhesion de placa bacteriana asi como bacterias y hongos como la candida albicans?2

La biocompatibilidad se refiere a la capacidad que tienen algunos materiales de
producir una reaccion desfavorable en el huésped. Para evaluar la biocompatibilidad se
pueden realizar estudios in vivo o estudios in vitro.

En la Universidad de Santiago de Cali en Colombia se llevé a cabo un estudio en el que
se investigan las pruebas de biocompatibilidad de los materiales de uso odontologico para
provocar una respuesta biologica.? En ese estudio se describen los diferentes procedimientos,
métodos y técnicas de investigacion de acuerdo a los protocolos descritos en la literatura y
con la normativa universal regida por la ANSI / ADA (Instituto Estadounidense de estandares
de la Asociacion Dental Norteamericana) las normas del ICONTEC (Instituto Colombiano de
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Normas Técnicas) y las normas del ISO (Organizacion Internacional para la Estandarizacion).
En dichas pruebas se demuestra que a través de los estudios in vitro se puede determinar
la muerte o el crecimiento celular, la funcion celular y, en algunos casos, se puede evaluar la
integridad del material genético de la célula. Ademas demuestran que los ensayos in vitro
resultan muy Utiles para la evaluacion de los efectos bioldgicos de los biomateriales y tienen
como ventajas no requerir el uso de animales de experimentacién, la rapidez con que se
realizan los estudios y su relacion costo efectividad. Sin embargo, las respuestas in vitro no
siempre son indicadoras de reacciones in vivo ya que las condiciones que pueden reproducirse
in vitro son solo una parte de las que pueden presentarse in vivo. En ese mismo articulo se
explica que los animales de mayor uso, por su similitud con el organismo humano en cuanto
a respuesta de tejidos, son los ratones, las ratas, los hamsters, los hurones y los conejos.
Las pruebas en animales se subdividen en distintos grupos, como de toxicidad sistémica
a largo y corto plazo, de exposicion a membranas intactas o dafiadas y de sensibilizacion
inmune o respuesta 6sea. También hay pruebas que incluyen mutagenicidad, carciogenicidad
y otras situaciones. No obstante, el test mas utilizado es el del tejido subcutaneo en ratas,
que se emplea con frecuencia para evaluar materiales dentales de uso en la terapia pulpar
o la obturaciéon radicular? En la Universidad Estadual de Campinas en Brasil se realizaron
investigaciones de biomateriales para ortopedia, como materiales ceramicos, metalicos,
poliméricos y compuestos?’. En ese trabajo se evalda un hidrogel hecho a base de poli-(2-
hidroxi-etil metacrilato) (poliHEMA), material utilizado para la reparacion de defectos en el
cartilago. Para la evaluacion in vivo, muestras del hidrogel fueron implantadas en defectos
ostecondrales (orificios) realizadas en la region intercondilea distal del fémur de ratones.
Se demostro que el hidrogel cubria totalmente los orificios, integrandose bien a los tejidos
vecinos y activando la reparacion de la superficie articular. No se detectd ninguna reaccion
inflamatoria significativa y se observé la intrusion del tejido hacia el interior de los poros del
hidrogel.*En la Facultad de Odontologia en la Universidad de Salamanca en Madrid, se llevo
a cabo un estudio sobre la biocompatiblidad de un cemento éseo con una amina de reducida
toxicidad. 4-N, N-dimetilaminobencil alcohol, DMOH, que se compard con la N-dimetil-4-
toluidina, DMT, habitualmente incluida en las formulaciones comerciales. Para ello, realizaron
experimentos in vivo por implantacién intramuscular de varillas de cemento curado en el
musculo dorsal de ratas, asi como experimentos en conejos mediante la implantacion del
cemento en su estado pastoso en el fémur del animal con el fin de reproducir la situacion
clinica. El analisis histologico de varillas explantadas de cemento experimental y control
(CMW 3), a las cuatro semanas, reveld, en ambos casos, la formacion de una membrana
limitante de tejido conectivo laxo infiltrado por leucocitos polimorfonucleares, macréfagos
y eosindfilos. Los resultados obtenidos en el estudio histologico del tejido 6seo mostraron
restos de necrosis y la presencia de reacciones inflamatorias con aparicion de macréfagos y
de eosindfilos que demuestran hipersensiblidad del tejido 6seo al material.®
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RESPUESTA INMUNITARIA (GENERALIDADES)

El cuerpo humano dispone de diversas formas para defenderse de agentes extrafos
que lo rodean. La primera linea de defensa que posee es la formada por las barreras fisicas que
incluyen a la piel, que protege toda la superficie del cuerpo y las mucosas, que revisten todos
los 6rganos huecos y cavidades; estos componentes poseen caracteristicas que les ayudan
a que los microorganismos no puedan penetrar al organismo. El tejido epitelial, que reviste
toda la superficie interna y externa del cuerpo, esta conformado por células muy juntas entre
si lo cual le proporciona la capacidad de ser impermeable; a su vez, dichas células pueden
presentar prolongaciones citoplasmaticas en su superficie apical, que permiten trasportar
particulas para que su eliminacién; otra de sus caracteristicas es la capacidad de algunas
glandulas anexas a la mucosa digestiva y respiratoria junto con algunas células epiteliales de
producir moco el cual sirve para atrapar, disolver y eliminar particulas. En el mismo sentido, se
debe incluir la accion de lavado que producen las lagrimas, saliva y orina, sobre la superficie
epitelial. Nuestra superficie epitelial es mas que una barrera fisica a la infeccion, ya que ademas
produce sustancias quimicas que son microbicidas o que inhiben el crecimiento bacteriano.
Por ejemplo, la lisozima y la fosfolipasa A son enzimas antibacterianas, secretadas en las
lagrimas y la saliva. El pH acido del estobmago y las enzimas digestivas, sales biliares, acido
gastrico y lisolipidos se encuentran en la parte superior del tracto digestivo, creando una
barrera quimica sustancial a la infeccion. En la parte inferior del tracto digestivo disponemos de
péptidos antibacterianos y antimicoticos, llamados criptidinas o alfa-defensinas, producidos
por las células de Paneth en la base de las criptas del intestino delgado.®”#9

Si un microorganismo cruza la barrera epitelial y empieza a replicarse en el organismo,
en muchos casos éstos son inmediatamente reconocidos por los fagocitos, o macréfagos, que
residen en esos tejidos. Los macréfagos maduros provienen continuamente de monocitos
que dejan la circulacién para migrar dentro de los tejidos. Estas células se encuentran en
grandes cantidades dentro del tejido conjuntivo, en la tunica submucosa del tracto intestinal,
respiratoria y en el bazo. La segunda mayor familia de fagocitos (los neutrofilos o leucocitos
polimorfonucleares), son células que viven en abundancia en los vasos sanguineos, pero no
los encontramos presentes en tejidos normales o sanos. Ambas células fagociticas juegan
un rol clave en la respuesta inmune innata, por lo que pueden reconocer, ingerir y destruir
muchos patdgenos sin la necesidad de una respuesta inmune adaptativa.

Los macréfagos localizados en la submucosa de tejidos son las primeras células en
encontrar patogenosy llegan rapidamente, por el reclutamiento previo de un gran nimero de
neutrofilos, al sitio de la infeccion. Macréfagos y neutrofilos tienen la capacidad de reconocer
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patogenos ya que disponen de receptores capaces de discriminar entre las moléculas de
superficie expresadas por patogenos y las expresadas por el huésped. Estas células pueden
llevar a cabo la fagocitosis, un proceso activo en el cual un patéogeno es rodeado por la
membrana de la célula fagocitica y, después, es introducido al interior en una vesicula
rodeada por membrana llamada fagosoma o vesicula endocitica. El fagosoma se comienza
a acidificar, lo que puede matar a muchos patogenos. Ademas, los macréfagos y neutréfilos
tienen en el interior organelos llamados lisosomas los cuales contienen enzimas hidroliticas
como fosfatasas, nucleasas o lipasas. El fagosoma se fusiona con uno o mas lisosomas para
generar un fagolisosoma en el cual se libera el contenido de los lisosomas para destruir el
microorganismo patégeno. *°

Un importante efecto de la interaccién entre patdgenos y macréfagos en los tejidos es
la activacion de éstas células para liberar citocinas, quimiocinas y otros mediadores tisulares
del proceso inflamatorio.'! Ademas, atraen neutrofilos y proteinas del plasma al sitio de la
infeccion. 1012

CITOCINAS

Las citocinas son pequefas proteinas solubles (aproximadamente 25 kDa) secretadas
por varios tipos de células. [8] Usualmente, son liberadas en respuesta a la activacion einducen
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
qgue son los suficientemente estables, pueden actuar de manera endocrina, afectando el
comportamiento de células a distancia, aunque esto depende de la habilidad de aquéllas
para entrar en la circulacion y de su vida media en la sangre.’3*

Las citocinas secretadas por macréfagos en respuesta a patdgenos son un grupo
estructuralmente muy diverso que incluyen: IL-1B, IL-6 y TNF alfa. El nombre interleucina
(IL) seguido por un numero fue adoptado con la finalidad de desarrollar una nomenclatura
estandarizada para moléculas secretadas por leucocitos. Hay dos grupos principales de
citocinas: la familia de hematopoyetinas, que incluyen hormonas del crecimiento y también
muchas interleucinas que juegan papeles importantes en la respuesta inmune innata y
adaptativa; y la familia de Factores de Necrosis Tumoral (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 la familia de TNF. Todas tienen importantes efectos locales y sistémicos que contribuyen
a la respuesta inmune. El reconocimiento de diferentes clases de patdogenos puede involucrar
distintos receptores de sefialamiento con lo que resulta una variacion en las citocinas
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Capitulo Il:Introduccién INTERLEUCINA 1 BETA (IL-1p)

inducidas. 141516

Interleucina 1 Beta (IL-1B)

La familia interleucina 1 (IL-1) es un grupo de citocinas relacionadas que incluye dos
proteinas agonistas (IL-alfa y la IL-1 B), cada una derivada de una hendidura enzimatica
precursora de proteinas (pro-IL-alfa y pro-IL-B) y tres formas de una proteina antagonista
(IL-1ra, iclL-1ral, iclL-1rall). ¥/

Interleucina-1 es principalmente una citocina inflamatoria. Bioldgicamente esta mas
cercanamente 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, dafio inmunolégico o infeccién, debido a sus multiples propiedades bioldgicas,
contribuye a la enfermedad. ®

IL-1 juega un papel clave en el inicio y desarrollo de la respuesta del huésped a la
invasion, siendo un importante factor en la iniciacion de la respuesta inflamatoria y en la
activacion de las funciones inmunologicas. Ademas de esta accion pleiotropica e inflamatoria,
la actividad de IL-1 esta 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-
1RI), el cual es un limpiador natural de IL-1. Ademas la regulacion de la actividad IL-1 se logra
por una estricta jerarquia de afinidad de unidn a estos dos receptores, el activador IL-1RI y el
inhibidor IL-1RII, en los diversos miembros de la familia IL-1. Y7

La familia de las proteinas humanas IL-1 son mediadores clave de la respuesta
a infecciones, lesiones y cambios inmunolégicos. El mecanismo por el cual IL-1 activa la
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INTERLEUCINA 6 (IL-6)
Capitulo Il:Introduccion FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF alfa)

respuesta pro inflamatoria en células blanco, y el plasma de los receptores de membrana
involucrados es bastante bien conocido. *°

Interleucina 6 (IL-6)

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina multifuncional, que juega un importante rol en
la inflamacion aguda y crénica asi como en la reabsorcién de hueso. Se ha comprobado que
la estimulacion de la liberacion de IL-6 en células del ligamento periodontal en presencia de
Porfiromonas Endodontalis puede jugar un papel importante en el progreso de la inflamacion
y reabsorcion del hueso alveolar en las enfermedades periodontal y periapical. %°

IL-6 tiene efectos sobre multiples células, incluyendo la promocién y desarrollo de
células del sistema inmune y osteoclastos. Se ha comprobado incluso que la delecion de
IL-6 promueve el desarrollo de la lesién periapical como resultado de la infeccion en los
conductos radiculares. 2!

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF alfa)

La familia de factor de necrosis tumoral alfa ha sido una de las familias de proteinas mas
intensamente estudiadas. Esta constituida por 19 miembros que median diversas funciones
bioldgicas al unirse a receptores de la superficie de la membrana celular que pertenecen a la
familia TNF alfa. 22

Los miembros de esta familia, por otra parte, pueden ejercer dafio en el huésped
como sepsis y caquexia en tumores asi como en enfermedades autoinmunes. Ademas, ahora
es conocido el papel esencial de los miembros de la superfamilia de TNF, TNF alfa, TNF
beta, TNF y LIGHT asi como de sus receptores en la organogénesis de 6rganos linfaticos
secundarios y el mantenimiento de la arquitectura de los tejidos linfaticos. 2

El factor de necrosis tumoral es una citocina pro inflamatoria que juega un rol critico
en diversos eventos celulares, incluyendo proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis.
Estd también involucrada en muchos tipos de enfermedades. Se ha demostrado que las
diversas respuestas bioldgicas mediadas por TNF se alcanzan por la activacion de multiples
mecanismos de sefalizacion. Especialmente, la activacidon de factores de trascripcion NF-kB
y AP-1 juega un papel critico durante estas respuestas celulares. %

FNT alfa actla a través de conexiones a receptores especificos sobre la membrana
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Capitulo Il:Introduccién QUIMIOCINAS

celular que inician una cascada de eventos entre los que destacan la induccion, activacién o
inhibicion de numerosos genes reguladores de citocinas en el nucleo celular.

QUIMIOCINAS

A finales de la década de 1960, se observd que los linfocitos T activados secretan
linfocinas que poseen una actividad quimio-atrayente muy potente para monocitos vy
neutréfilos. Desde entonces, se han descrito mas de estas citocinas quimio-atrayentes o
quimiocinas. Este es uno de los grupos funcionales mas grandes de citocinas conocidos.?

La mayoria son péptidos pequefos. Ahora se sabe que, virtualmente, todos los tipos
celulares poseen la capacidad para producir una o mas quimiocinas, cada una de las cuales
actla sobre tipos especificos de células blanco que cuentan con los receptores apropiados. Las
qguimiocinas son multifuncionales: quimiocinas individuales no solo regulan la quimiotaxia,
sino también la adhesion, desgranulacion, angiogénesis, desarrollo de células inmunes y
hematopoyeéticas, asi como la génesis de 6rganos linfoides. De acuerdo con sus funciones
dentro de la fisiologia normal y defensa del huésped, las quimiocinas también participan en
un gran ndmero de trastornos inflamatorios o autoinmunes.?

La clasificacion mas descriptiva y mas ampliamente aceptada consiste en un esquema
que reorganiza cuatro subfamilias de quimiocinas con base en los rasgos de su secuencia de
aminoacidos. La mayoria de las quimiocinas contiene dos o tres pares de residuos cisteina
(C) que forman puentes intramoleculares disulfuro los cuales contribuyen a mantener la
estructura plegada de la molécula; uno de estos disulfuros generalmente se forma entre C1y
C3, el otro entre C2 y C4. En una subfamilia de quimiocinas C1 y C2 se encuentran separados
mediante un solo aminoacido; estas se denominan CXC o quimiocinas?.

Otras quimiocinas no poseen ningun aminoacido entre C1y C2 y se les nombra CC o
quimiocinas 13. Una quimiocina humana muy inusual llamada linfotactina posee solo un par
de cisteinas y, por lo tanto, es el Unico miembro de la familia XC o subfamilia y. La quimiocina
mas grande de todas, llamada fractalcina, posee tres residuos interpuestos entre C1 y C2,
por lo que se le conoce como CX3C o quimiocina 8. 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 sélo a la subfamilia de quimiocinas 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
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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.?’

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 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 lesion o infeccidon. Casi todos los miembros de
esta categoria pueden ser secretados por macréfagos activados, aunque algunos miembros
individuales también son producidos, después de la estimulacion 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 alfa), interferon y (IFN y) y otras sefales de lesion o de estrés tisular. Las
quimiocinas proinflamatorias de la subfamilia CC se codifican en el cromosoma 17. El tipo de
inflamacion 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 celulares mononucleares. Las quimiocinas
CC proinflamatorias generalmente promueven la inflamacion crénica y respuestas inmunes
adquiridas. Sus receptores son: CCR19.%8

MATERIALES PARA PROTESIS

El glosario de términos prostodoncicos define la prétesis completa como aquel
dispositivo protésico dental removible q ue sustituye a toda la denticién y a las estructuras
asociadas del maxilar o la mandibula. Dicha protesis esta constituida por dientes artificiales
unidos a una base protésica. A su vez, dicha base sustenta su apoyo en el contacto con los
tejidos orales subyacentes, los dientes o los implantes.?

Aunque las bases protésicas pueden estar fabricadas con metales o aleaciones metalicas,
la mayor parte de las mismas se confeccionan con polimeros comunes, los cuales se eligen en
funcion de su disponibilidad, estabilidad dimensional, propiedades de manipulacion, color y
compatibilidad con los tejidos orales. %
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LUCITONE®

Capitulo Il:Introduccién
VALPLAST®

LUCITONE®

Es una resina dental termopolimerizable, compuesta por resina de polimetacrilato
constituida por polvoy liquido. El polvo consta de esferas prepolimerizadas de polimetacrilato
y una pequefa cantidad de peroxido de benzoilo que actua como iniciador, es decir, es el
responsable del comienzo del proceso de polimerizacién, que tiene lugar a una temperatura
de 60°C. Estas resinas termopolimerizables contienen dimetacrilato de glicol responsable de
la elasticidad que caracteriza a este material.*

El LUCITONE® esta indicado para la fabricacién de dentaduras temporales parciales o
de tamafio pequefio a mediano que se pueden extraer completamente, asi como para férulas
oclusales y protectores de noche.

Algunas especificaciones del LUCITONE® es que se maneja sin el uso de mondmero,
lo que facilita el pulido de las protesis segun el fabricante. Su resistencia tensil es de 9,000
psi, su fuerza flexural es de 10,000 psi, el punto de fusidn es de 240 grados centigrados.

Segun las especificaciones de la ADA, el LUCITONE® se clasifica como material Tipo
lll, Clase 1. Se almacena en temperaturas que oscilan entre los 16 y 32 grados centigrados, su
tiempo de proceso de curado es de 17 minutos a 302 grados, tiene una presion de inyeccion
minima de 75 psi, el tiempo de inyeccion se estima en un minuto y su tiempo de enfriamiento
en 5 minutos. **

VALPLAST®

Es resultado de una tecnologia reciente en el desarrollo de nuevos biomateriales. Se
trata de una resina hecha a base de nylon termoplastico. Es un material translucido, lo que
permite una completa mimetizacion con la encia natural del paciente, cualidad que lo hace
practicamente invisible, a diferencia del acrilico que es opaco y da una apariencia artificial.
En un estudio Bravo L. et al 32 tratan de demostrar que el uso de proétesis removibles tipo
VALPLAST® provoca un mayor grado de reabsorcion 6sea que la provocada por protesis
acrilicas convencionales; en este trabajo se enumeran las caracteristicas fisicas de este material,
entre las que cabe destacar las siguientes: Tiene un peso especifico de 1.04 gramos; una
capacidad de absorcion al agua en siete dias de 10.089 mg/mm?; un modulo de elasticidad
de 356.23/mm? una fidelidad a las dimensiones de un 2% sin restriccion y una resistencia
maxima sin rupturas a los 375°F.
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POLIPROPILENO
Capitulo Il:Introduccién ACRILICO

POLIPROPILENO

Polimeros tanto sintéticos como naturales y sus modificaciones, tanto fisicas como
quimicas, estan siendo utilizados constantemente ya que conducen a una significativa mejora
de la calidad de vida de las personas. Las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de los
polimeros permiten utilizar estos materiales en diversas aplicaciones que van desde simples
materiales de embalaje, construccion o juguetes, hasta el mas sofisticado uso en la medicina
(proétesis oculares, de extremidades y en protesis maxilofaciales). Entre los polimeros sintéticos
mas estudiados se encuentra el polipropileno, el cual, por poseer excelentes propiedades, se
utiliza en una amplia gama de productos formados por procesos de extrusion o de inyeccion.*
El polipropileno es un termoplastico comercial, semicristalino, blanco semiopaco elaborado
en una amplia variedad de calidades y modificaciones. Se considera como polimero lineal por
poseer un grupo metilo.?*Las propiedades del polipropileno son similares a las del polietileno,
pero difiere de éste en su menor densidad, intervalo de temperatura de uso mas amplio,
punto de fragilidad mas alto, mayor rigidez y, como desventaja, en su facilidad para oxidarse.
La temperatura de transicion vitrea es de -10°C, su temperatura de fusion es de 173°C, la
densidad amorfa a los 25°C es de 0.85 g /cm?, su peso molecular es de 42,08 g/mol.**

ACRILICO

Fue desarrollado en los afos 30 y usado en odontologia en los afios 40; es un material
claro, opaco, que puede tefiirse. El mondémero metilmetacrilato liquido se mezcla con el
polimero en polvo. El metilmetacrilato es un liquido transparente a temperatura ambiente y
cuenta con las siguientes propiedades: peso molecular de 100, punto de fusién de -48°C, un
punto de ebullicion de 100.8°C, una densidad de 0,945 g/ml a 20°C y su calor de polimerizacion
de 12,9 Kcal/mol. %

El primer uso del metilmetacrilato en Odontologia fue en la fabricacion de bases de
dentaduras completas.

Este material es de relativamente facil manipulacion y de baja toxicidad, por lo que
pronto se incorpord a muchas especialidades médicas. El metilmetacrilato se ha utilizado en
cementos de hueso, lentes de contacto e intraoculares, tornillos de fijacion en hueso, relleno
para cavidades de hueso, para la estabilizacidon de vértebras en pacientes con osteoporosis, %°
asi como para bases de protesis dentales.®

Las bases de dentaduras de resinas acrilicas tienen el potencial de producir irritacion,
inflamacion y respuestas alérgicas en la mucosa bucal. Stenman®*-%° en su estudio para evaluar
las reacciones de hipersensibilidad a materiales dentales, refiere que un gran ndmero de
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Capitulo Il:Introduccion ACRILICO

pacientes dieron positivo a pruebas de sustancias organicas y que en muchos casos la sustancia
que causo la reaccion de la piel fue un constituyente conocido de los materiales de protesis
presentes en la cavidad bucal, principalmente restos del monémero. Lo anterior también ha
sido reportado por otros autores.?* 3°

Algunos de los residuos de las resinas acrilicas son el formaldehido y el metilmetacrilato,
los cuales se han encontrado en cantidades significativas en saliva humana especialmente
cuando se usan resinas de autopolimerizado. Ambas sustancias tienen potenciales citotdxicos
que varian de acuerdo a sus concentraciones. El formaldehido es citotoxico a concentraciones
mas bajas que el metilmetacrilato. Por este motivo, se recomienda la inmersion en agua de las
protesisyaquereduce laliberacion posterior tanto del formaldehido como del metilmetacrilato,
especialmente si aumentamos la temperatura del agua. Por ello, se recomienda la inmersion
de la protesis en agua caliente (50°C) antes de la colocacion en la boca sobre todo cuando al
utilizar resinas de autopolimerizado, que se usan comunmente para los rebases en boca, lo
que se minimiza el riesgo de reacciones adversas en los pacientes.*

Los resultados de Lefebvre y cols.** en un estudio para evaluar la toxicidad de residuos
de bases de resinas, sugieren que los componentes que liberan los materiales utilizados en
diferentes rangos tienen efectos citotoxicos prolongados sobre las células epiteliales de la
mucosa oral.

Ademas, se ha observado que el efecto de las resinas para base de dentaduras
sobre las células epiteliales de la mucosa bucal parece estar relacionado con la formulacidon
especifica de los materiales y no tanto con el tipo de polimerizacién, ya que variar el tiempo
de polimerizacion o utilizar resinas de polimerizacién con luz parece tener muy poco efecto.*?

Las reacciones citotoxicos de los monomeros de acrilico se producen principalmente
por el metacrilato. Un estudio para evaluar la citotoxicidad del metil-metacrilato sobre
monocitos, granulocitos y células endoteliales in vitro muestra que se produce citotoxicidad
después de tan solo 1 minuto de incubacion con el metacrilato.*

Shuster GS y cols * demostraron que las sustancias que se liberan de las resinas de
bases de dentaduras pueden inhibir el crecimiento celular e interrumpir varios procesos
metabdlicos. Estos residuos producen alteraciones en las células adiposas lo cual podria ser
una base para alguna evidencia clinica de reacciones citotéxicas y alérgicas.

Por otro lado, el ciclo de polimerizacion y los tratamientos de post-polimerizacion
influyen sobre la citotoxicidad de las resinas de base de dentaduras, tal como lo mencionan
Jorge JH y cols.* en un estudio in vitro sobre una poblacion de células L929 para probar el
LUCITONE® 550y QC 20, donde concluyen que el ciclo largo de polimerizacion incrementa la
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citotoxicidad de éstos materiales y que el bafio de agua como tratamiento post-polimerizacion
reduce la citotoxicidad de LUCITONE® 550 y QC 20 que hayan sido polimerizados con el
ciclo largo.

Kedjarune y cols.* mencionan que cuanto mas monomero sea agregado a la mezcla,
mas grande sera la cantidad de monomero residual y, por lo tanto, el potencial de citotoxicidad.

Ademas se ha comprobado que el pH es un factor que puede influir en las cantidades
de residuos citotdxicos que liberan las bases de resinas acrilicas.”’

Huang y cols.®® realizaron un estudio para determinar la citocompatibilidad de tres
diferentes extractos de bases de dentaduras y compararon los efectos citotoxicos de estos
materiales sobre una linea de células epiteliales orales humanas KB y de fibroblastos primarios
de la mucosa oral humana. La citotoxicidad fue juzgada mediante la prueba de reduccién
de bromuro de tetrazolium. Las tres resinas (autocurado, curado con calor y curado con
luz) fueron citotoxicas en fibroblastos primarios y en células epiteliales humanas, siendo mas
citotoxicas las de autopolimerizado y las fotopolimerizables, las menos citotoxicas.

Este mismo hallazgo lo encontraron Melilli y cols.* en un estudio in vitro para evaluar
la citotoxicidad de cuatro resinas sobre fibroblastos de la cepa BALB/C, en el que también las
resinas de autopolimerizado son las que muestran la mayor citotoxicidad, mientras que las de
curado con luz son las que muestran una 6ptima biocompatibilidad debido a la ausencia de
mondmero libre de sus componentes quimicos.

En otro trabajo se evalud el potencial de inducir apoptosis y necrosis por bases de
resinas de autopolimerizado y de polimerizado por calor sobre células monoblastoides
humanas y, al igual que Huang y cols.*®, concluyeron que las de autopolimerizado producen
una mayor cantidad de muerte celular en comparacién con las de polimerizado con calor y
que la citotoxicidad dependia de la dosis y del tiempo de exposicién. *°

Lo anterior lo confirma también una revisién bibliografica acerca de la citotoxicidad
de las resinas base de dentaduras donde se concluye que los efectos citotoxicos de resinas
acrilicas de base de dentaduras pueden estar relacionadas con el tiempo de almacenamiento,
el método de polimerizacion, el radio del polvo al liquido y el ciclo de polimerizacién. El
mondmero residual resultado de la incompleta conversion de mondémeros a polimeros tiene
un alto potencial de causar irritacion, inflamacion y reacciones alérgicas en la mucosa oral.
Las resinas acrilicas polimerizadas por irradiacion con microondas son las menos citotdxicas
y el almacenamiento en agua de las protesis fabricadas con resinas acrilicas puede reducir el
nivel de mondmero residual resultando en un menos grado de citotoxicidad. !

Jorge JH y cols.*> demostraron en un estudio in vitro que los tratamientos de
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postpolimerizacion, ya sea por microondas o por bafios en agua, no influyen sobre la
citotoxicidad de las resinas acrilicas, lo cual también fue confirmado por otros trabajos donde
se evaluaba si los tratamientos de postpolimerizacidn reducian la citotoxicidad de diferentes
resinas de bases de dentaduras.®**

Lai y cols.*® realizaron un estudio in vitro utilizando fibroblastos, ya que éstas células
constituyen el tipo de célula residente del tejido conjuntivo mas abundante, donde
demuestran que las formas liquidas de los polimeros de base de dentaduras asi como sus
mondmeros causan reacciones citotoxicas.

Por otra parte en otro trabajo donde se investigo la citotoxicidad de resinas para
bases de prétesis bucales se encontrd que las activadas quimicamente son mas citotdxicas,
seguidas de las activadas con calor y las activadas con microondas.*®

En otro estudio se demostré que el contacto de fibroblastos con superficies de
polimeros de metacrilato sin polimerizar reduce la viabilidad de éstas células de la misma
manera que ocurre con sus residuos.>’

Es posible optimizar el nivel de monomero residual y mantener una baja citotoxicidad
si logramos una apropiada seleccion del poder y tiempo de curado de la resina, manteniendo
al mismo tiempo las mejores propiedades mecanicas.>®

También se pueden utilizar materiales que protegen a las células de los efectos tdxicos
de las resinas para prétesis como sellantes, los cuales parecen disminuir la toxicidad de resinas
polimerizadas con luz, segun un estudio para evaluar la citotoxicidad de éstos materiales
sobre células epiteliales bucales.>
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Capitulo Ill: Justificacién

CapICUloY Il
-+

Just

| empleo de materiales para placas removibles como VALPLAST®, LUCITONE®,
acrilico y polipropileno es indispensable para devolver a los pacientes la funcionalidad,
estética y anatomia bucal.

El odontdlogo tiene la responsabilidad de elegir el material mas adecuado para la
elaboracion de éstos aparatos segun el caso clinico, tomando en cuenta las propiedades
que cada material ofrece. Algunas de las propiedades que deben poseer son: dureza,
estabilidad de color, elasticidad y superficie homogénea. Ademas, una propiedad de especial
importancia es la biocompatibilidad, dado que estos materiales tendran contacto intimo con
la mucosa bucal. En la practica clinica, se requiere conocer cual de los materiales que se
utilizan actualmente para realizar prétesis removibles es mas biocompatible y, por lo tanto,
cual de éstos materiales posee mejores caracteristicas para ser colocado en la boca de los
pacientes.

En la actualidad, no disponemos de estudios in vivo en los que se evalle la
biocompatibilidad de éstos materiales. En este estudio se pretende investigar la
biocompatibilidad de VALPLAST®, LUCITONE®, acrilicoy polipropileno mediante la deteccion
in situ de citocinas y quimiocinas y presencia de células (CD8 y CD14).

Los resultados nos permitiran conocer cual de éstos materiales es el mas aceptado por
el organismo; de ésta manera, los odontologos tendriamos mas armas para elegir el material
protésico, obviamente tomando en consideracion también el resto de sus propiedades para
ofrecer un servicio de mejor calidad a nuestros pacientes.
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Capitulo 1V: Objetivos

CapIeuioyl V.

Ob)jetivos

os Objetivos planteados para este trabajo de investigacion son los siguientes:

OBJETIVO GENERAL

¢ Evaluar la biocompatibilidad de materiales de proétesis dentales (acrilico, LUCITONE®,
VALPLAST® y polipropileno), mediante un analisis en la expresion de quimiocinas (RANTES
Y MIP3), citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF alfa) y células del sistema inmune
(linfocitos T CD8 y macréfagos CD14).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Analizar la histopatologia en tejido subcutaneo del ratén después de la inoculacion de
acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y polipropileno.

« Investigar el efecto de acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® vy polipropileno sobre linfocitos
citotdxicos (CD8) y macrofagos (CD14).

 Descifrar el efecto de acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y polipropileno sobre quimiocinas
MIP3 y RANTES.

« Averiguar el efecto de acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y polipropileno sobre las citocinas
IL-1 B, IL-6 y TNF alfa.
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Capitulo V: Material y Métodos

Capi \ 4
Materiallyimetodos’

e utilizaron ratones de la cepa BALB/C (Fig.1) del bioterio de Inmunologia de la Facultad

de Medicina de la UANL. Todos los procedimientos realizados en los ratones fueron
acordes a la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Fig. 1. Raton de la cepa BALB/C

Criterios de Inclusion y de Exclusion.

Se realizaron 5 grupos de 12 ratones cada uno; 4 grupos fueron experimentales y un

quinto grupo actué como grupo control. En total, por lo tanto, se utilizaron 60 ratones.

El grupo A corresponde a ratones inoculados con LUCITONE®.

El grupo B corresponde a ratones inoculados con VALPLAST®.

El grupo C corresponde a ratones inoculados con polipropileno.
El grupo D corresponde a ratones inoculados con acrilico.

El grupo testigo fueron ratones a los que solamente se les realizd la incision y
posteriormente se les colocd un punto de sutura.
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Todos los ratones fueron sometidos a anestesia de corta duracién inhalada con éter
(Eter etilico, Industrias Monfel S.A. de C.V. en San Luis Potosi México), utilizando una camara
de inhalacion de vidrio (de la Industria Mofel S.A. de C.V, en San Luis Potosi México), como se
muestra en la Fig. 2 y en la Fig. 3.

Fig.3. Impregnacion de anestesia a una torunda de algodén de 15x20 y se coloca en la
camara de inhalacion donde se introduce al animal.
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Se realiz6 acciéon de antisepsia con Isodine (Yodo en espuma, lodopovidona, Colombia,
Laboratorio Boehringer, Ingelheim, Promeco) en el area a inocular. Con una navaja de un solo
filo se rasurd un area de aproximadamente 1.5 cm?, a nivel de las vértebras dorsales del lado
derecho. Como se muestra en la Fig. 4.

Fig. 4. Procedimiento de preparacién para la inoculacion
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Con unas tijeras se realizoé una incision de aproximadamente 5 mm de longitud. Con
las mismas tijeras se debrido el tejido subcutaneo (Fig.5) para posteriormente introducir la
muestra, la cual midié 1.5 mm? aproximadamente. (Fig. 6)

Fig. 5. Incision de la zona dorsal del animal de experimentacion

Fig. 6. Vista de la incision y del inoculo de material problema.

- 26 - Tesis Doctoral

Evaluacion de la biocompatibilidad de Acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y Polipropileno, mediante la deteccién in situ de Quimiocinas, Citocinas Proin-
flamatorias y células del Sistema Inmune. Por Rosa Isela Sanchez Najera.



Capitulo V: Material y Métodos

LUCITONE®

Se utilizo el LUCITONE® (FRS de la casa comercial Dentsply, D.F. México). Este material
ya viene preparado segun las recomendaciones del fabricante y se adquiere en presentacion
de pelets los cuales son fundidos a una temperatura de 300° C durante 22 minutos. Luego
fue inyectado en moldes rectangulares de 5cm X 5 cm X 1,5 mm y, una vez fraguado, con una
hoja de bisturi del n°® 20 se obtuvieron las muestras de aproximadamente 1,5 mm?.

VALPLAST®

Se utilizd VALPLAST® (de la compafiia International Corp. Long Island, New York). Este
material es un nylon que se adquiere en presentacion de tubos los cuales son fundidos a una
temperatura de 300° C durante 11 minutos para posteriormente ser inyectados en moldes de
5cm X 5 cm X 1,5 mm. Una vez fraguado, con una hoja de bisturi del n® 20 se obtuvieron las
muestras de aproximadamente 1,5 mm?.

Acrilico

Se utilizé acrilico (de la marca Nic Tone de la casa comercial MDC Dental, Zapopan
Jalisco, México), mezclando 30 gr de polimeroy 10 ml de mondmero, segun las proporciones
por el fabricante. El método de polimerizacién utilizado fue por calor. Se coloco el molde
de 5cm X 5 cm X 1,5 mm en una mufla, la cual se introdujo en un recipiente con agua. La
temperatura del agua durante la primera hora fue de 50° C, durante la segunda hora se fue
aumentando la temperatura progresivamente hasta llegar a 80°C, mientras que durante la 32
hora se mantuvo la temperatura de 80° C. Después del cocido del acrilico, con una hoja de
bisturi n°® 20 se obtuvieron las muestras de aproximadamente 1,5 mm?.

Polipropileno

Se utilizo el material polipropileno (de la casa comercial Indelpro, Monterrey N..
México) esta poliamida se distribuye ya preparada para fundirse. Se fusiona a la temperatura
de 250°C durante 14 minutos para luego ser inyectada en moldes de 5cm X 5 cm X 1,5 mm.
Posteriormente con una hoja de bisturi n® 20 se obtuvieron las muestras de aproximadamente
1,5 mm>2

Con hilo de polipropileno para sutura del n® 3-0 (Ethicon, Johnson and Johnson,
Brasil) se coloco un punto de sutura de cirujano como se muestra en la Fig.7.
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Fig.7. Sutura de la incision tras la inoculacién del material de experimentacion.

4 ratones de cada grupo fueron sacrificados mediante la técnica de dislocacion cervical
alas 12 horas, 24 horas y 7 dias, siendo en total 20 ratones en cada uno de los tiempos, 16 de
los cuales pertenecen a los grupos experimentales y 4 al grupo testigo. (Fig. 8)

Fig. 8. Instrumental y sacrificio del animal de experimentacion
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Con un bisturi se obtuvieron muestras de tejido de aproximadamente 1 cm del tejido
subcutaneo donde estaba la muestra. Ademas se obtuvo el bazo, el cual se coloco junto con
la piel como un control positivo (Fig. 9)

Fig 9. Controles positivos: muestras de piel y bazo.

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.

Una vez fijadas las muestras se llevo a cabo la deshidratacion del tejido colocandolo en
soluciones alcohdlicas en concentraciones crecientes desde 50% hasta 100%, seguida por el
aclarado, que consiste en colocar la muestra en xileno (Hycel de Labequim, Puebla México)
dos veces; el tejido debe estar en cada solucidén aproximadamente 5 minutos.

El siguiente paso de la técnica histoldgica fue la inclusion, que consiste en impregnar
el tejido en bloques de parafina para que tenga solidez y pueda ser cortado. En la Fig.10 se
muestra el taco histologico.

Fig. 10. Inclusion de las muestras de tejidos
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La microtomia fue el siguiente paso y consiste en obtener cortes histoldgicos de
las muestras de un grosor de 7 um, con un microtomo de Minot (Fig.11) de cuchilla fija y
platina mévil (modelo RM2145 de la marca Leica de laboratorio Labequim S.A. de C.V. Puebla
México)

Fig. 11. Microtdmo de Minot

Con el fin de lograr que el tejido se extienda, los cortes se colocaron en el bafio Maria
(Fig. 12) a una temperatura aproximada de 45°C. Los cortes histologicos se colocaron en
portaobjetos de corte diamantado (Modesa, Laboratorios Labequim, Puebla, México) a los
cuales se les coloco previamente fijador de albumina de Meyer (Hycel, Laboratorios Labequim,
Puebla, México)

Fig. 12. Los cortes se introdujeron en un bafio a 45°C para permitir la extension del tejido
tras su corte.
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Enseguida, los cortes se colocaron 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.

Después, los cortes fueron procesados mediante la técnica de inmunohistoquimica.
El primer paso es desparafinar el tejido; para ello, los especimenes se colocan 2 veces en
recipientes con xileno durante 10 minutos. Después se llevo a cabo la hidratacion que
consistio en sumergir los tejidos en soluciones alcohdlicas en grado decreciente hasta llegar a
solucion Buffer (solucion buffer con salina, Hycel Labequim, Puebla, México) de pH 7.2 - 7.4.

A continuacion, los cortes se colocaron en metanol con perdxido de hidrégeno al
0.3% (Hycel, Laboratorios Labequim, Puebla, México) durante 20 minutos, con la finalidad
de eliminar la peroxidasa endégena del tejido. Después de ser enjuagados en solucion Buffer
(Fig. 13) durante 5 minutos, las preparaciones se colocaron en unas camaras humedas para,
posteriormente, introducir en ellas el primer anticuerpo a una dilucion 1:300 en Buffer,
incubandose durante 12 horas a temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos policionales
(Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) en contra de mouse IL-6 (sc-1265 goat), mouse IL-1
(sc-1252 goat), mouse TNF alfa (sc-52618 rat), mouse MIP3 (sc-9778 goat), mouse RANTES
(sc-1410 goat), mouse linfocitos T CD8 (sc-69653 rat) y mouse macréfagos CD 14 (sc-699
goat).

Fig 13. Bafios de solucion buffer.

Transcurridas 12 horas, las laminillas se enjuagaron en solucién buffer 2 veces y se
les colocé el segundo anticuerpo policional Donkey anti-goat IgG, F(ab’)2 conjugado con
peroxidasa [HRP]; sc3851 y goat anti-rat I1gG, F(ab)2 conjugado con peroxidasa [HRP]; sc-
3823. Se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego se lavaron los especimenes
nuevamente.

- 31 - Tesis Doctoral



Capitulo V: Material y Métodos

La peroxidasa fue visualizada al colocar los especimenes en una solucion de
diaminobenzidina tetrahidroxiclorada (DAB, Sigma, USA) en Buffer conteniendo 0.04% de
perdéxido de hidrégeno.

Después de enjuagar las laminillas y para dar contraste a las estructuras de los tejidos,
las preparaciones se colocaron en hematoxilina de Harris (Merck de laboratorio Laberquim,
Puebla, México) durante 5 minutos.

Después de lavarlas 2 veces, las laminillas se deshidrataron colocandolas en soluciones
alcohdlicas en concentraciones crecientes hasta llegar a alcohol al 100% y después se colocaron
en xileno 2 veces, para posteriormente ser montadas con resina Entellan ( Merck, Laboratorio
Laberquim, Puebla, México)
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Analisis morfométrico

Cada una de las laminillas se observé al microscopio optico de campo claro con una
maghnificacion de 400x (ocular de 10x, el objetivo de 40x y factor de tubo 1x). Se cuantifico
la cantidad de células inmunoreactivas contra los anticuerpos IL-6, IL-1 B, TNF alfa, MIP3,
RANTES, linfocitos T CD8 y macréfagos (CD 14) en 5 campos (tomados al azar), en cada una
de las regiones, es decir, de la epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso
de alrededor del material inoculado.

Los controles negativos incluyeron la omisién del anticuerpo primario, absorcion
liquido-fase con el antigeno homdlogo (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) y el uso de
suero no inmune. Asi también, en cada uno de los preparados se incluy6 una seccion de bazo
como testigo positivo de la tincion.

Ficha de Recogida de datos

Se confecciond una base de datos que se adjunta en el anexo 1. Se utilizaron las
instalaciones del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Nuevo
Ledn asi como las instalaciones del Centro de Investigacion y Desarrollo de Ciencias de la
Salud en el Laboratorio de Odontologia de la misma Universidad.

Método Estadistico

Una vez obtenidos los datos del analisis morfométrico se realizé una estadistica
descriptiva (media aritmética y desviacion estandar) como medida de variabilidad para indicar
la dispersion de los datos.

También se realizd una estadistica analitica, mediante Analisis de Varianza (ANOVA),
para evaluar las diferencias en la expresion de marcadores inflamatorios en los distintos
tejidos entre los cuatro materiales utilizados para la fabricacion de protesis dentales y, en
caso de significacion, se aplicaron los correspondientes contrastes post-hoc. Finalmente, la
prueba de t de Student, permitio realizar la comparacion por pares de los recuentos promedio
obtenidos, a igualdad de tejido, entre los distintos tiempos de demora.

Se obtuvo el nimero de células inmunoreactivas para cada anticuerpo (CD8, CD14,
MIP3, RANTES, IL-1 B, IL-6 y TNF alfa), recogiendo este dato para cada tejido expuesto a los
materiales (Epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso) y para cada uno
de los tiempos estudiados (12 horas, 24 horas y 7 dias). Ver tablas y graficas en la seccién
Resultados.

Los datos fueron analizados por medio del programa SPSS. Se consider¢ significativo
todo valor de p < 0.05
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na vez obtenidas las muestras de los ratones sacrificados a las 12 horas de habérseles

inyectado LUCITONE®, se encontrod (tabla 1 y figura 14 y 15) en la epidermis un

promedio de 3.33 (+1.77) células marcadas a IL-6; en dermis, se presentaron CD8
positivos de manera moderada de células por campo 6ptico. Para IL-1f se encontré un
recuento promedio de 10.67 con una desviacion estandar de 1.15. El recuento promedio de
marcadores positivos para IL-6 fue elevado, mientras que para TNF alfa puede calificarse de
moderado. El tejido inflamatorio encontrado en las muestras obtenidas a 12 horas mostraban
la presencia de 4.84 a 7.83 linfocitos CD8, de 4.61 a 6.73 macrofagos CD14; también se observo
una presencia moderada de proteinas Inflamatorias de MIP3, de quimiocinas RANTES (3.10
a 4.23). IL-1B e IL-6 demostraron una concentracion leve o moderada, asi como el TNF alfa.
En el tejido muscular se encontrd la presencia leve de quimiocinas MIP3, y elevada de IL-1B e
IL-6. En foliculos pilosos se encontré un promedio de 3.67 + 1.53 MIP3, un promedio de IL-1f3
18.67 con una DS. de + 1.15, de IL-6 en promedio se encontré 14.00 + 1.73.

Fig. 14 Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculados con
LUCITONE® sacrificados a las 12 horas. Células inmunoreactivas en los foliculos pilosos con
el anticuerpo anti IL-6. Y células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo anti IL-6.
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Tabla 1. Medias y Desviacion estandar para el LUCITONE® a las 12 horas con todos los
marcadores.

LUCITONE® CD8 CD14 RANTES IL-1 B8 IL-6

12 Horas Media D.E. Media D.E. i N Media . E. Media D.E. Media D.E. Anova
Epidermis 0.00 0.00 |0.00 0.00 o) I 0.00 I 0.00 0.00 : 177 p<0.05
Dermis 5.67 0.58 | 0.00 0.00 [oX [ 0.00 I 10.67 1.15 d 3.00 p<0.05

Tejido Inflamatorio 6.33 1.53 [5.67 1.08 WA X 3.67 . 1167 2.89 . 2.52 p<0.05

Mdusculo 0.00 ! 0.00 0.00 {4 b 0.00 I 18.00 0.00 d 1.29 p<0.05

Foliculo Piloso 0.00 J 0.00 0.00 =4 5 0.00 y 18.67 115 d . p<0.05

Lucitone 12 horas

W cDs

1 W CcD14
MIP3
20 B RANTES
- W1
15 W L6
W TNF alfa
10
- Fol |culo Piloso
5 - usculo
1 0 Inflamatorio
‘ Darmis

Epidermis

Fig. 15. Grupo experimental: LUCITONE®, 12 h. Valores promedio por tejido del nUmero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

Para comparar la cantidad de marcadores inflamatorios encontrados en cada uno de
los tejidos (epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso, tras 12 horas
de la inoculacion con LUCITONE®), se utilizo el test de ANOVA; en epidermis se obtuvieron
diferencias significativas solo para IL-6 y TNF alfa (p<0.05); en dermis, para CD8, IL-1B, IL-6
y TNF alfa (p<0.05); en el tejido inflamatorio producido tras las 12 horas de inoculacion
se encontrd una diferencia significativa (p<0.05) en la presencia de todos los marcadores
inflamatorios; en el tejido muscular y en el foliculo piloso se encontraron diferencias
significativas para la presencia de MIP3, IL-1B y en IL-6 (p<0.05).

Sesacrifico un segundo grupo de ratones a las 24 horas de lainoculacion de LUCITONE®
para cuantificar la cantidad presente de citocinas y quimiocinas inflamatorias presentes en los
epidermis, dermis, tejido Inflamatorio, musculo y foliculo piloso, obteniéndose como
resultados que (tabla 2 y fig. 17) en epidermis no se encontré ningdn marcador inflamatorio
(CD8, CD14, MIP3, RANTES, IL-1B, IL-6 y TNF alfa); en dermis se cuantificé la presencia de
IL-1B en 9.5 + 0.78, asi como de IL-6 en 19.0 + 1.00; en el tejido inflamatorio formado tras 24

- 36 - Tesis Doctoral

Evaluacion de la biocompatibilidad de Acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y Polipropileno, mediante la deteccion in situ de Quimiocinas, Citocinas Proin-
flamatorias y células del Sistema Inmune. Por Rosa Isela Sanchez Najera.



Capitulo VI: Resultados

LUCITONE®

horas se encontro presencia de MIP3 en 4.67, de IL-13 en 9.5 y de IL-6 de 18.00. En el musculo
se encontré IL-1B en 12.50 y el recuento de IL-6 fue de 19.00. En el foliculo piloso se encontré

IL-1B en 6.50 células y de IL-6 en 6.67.

Fig. 16. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculados con

LUCITONE® sacrificados a las 24 horas. Células inmunoreactivas en tejido conjuntivo con

el anticuerpo anti IL-1p. Células en tejido conjuntivo y musculares inmunoreactivas con el

anticuerpo anti IL-6.

Tabla 2. Medias y Desviacion estandar de marcadores positivos para el LUCITONE® a las 24

horas.

LUCITONE® CD14
24 Horas Media
Epidermis (0X0[0]
Dermis (0X0[0]

Tejido

. (0X0]0]
Inflamatorio

Mdsculo (0X0]0]
Foliculo Piloso (0X0]0]

D. E.
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

RANTES
Media
(0X0[0)
(0X0[0)

0.00

0.00
0.00

Tejido Inflamatorio

D. E.
0.00
0.00
0.00
0.00
(0X0[0)

Lucitone 24 horas

W cDs

W D14

W MIP3
20

IL-6
Media
0.00
19.00

18.00

19.00
6.67

D. E.
(0X0]0)
1.00
0.00
1.00
1.55

B RANTES
W L1g
W L6

B TNF alfa

Foliculo Filoso

Fig. 17. Grupo experimental: LUCITONE®, 24 h. Valores promedio por tejido del nimero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

- 37 - Tesis Doctoral



Capitulo VI: Resultados LUCITONE®

Como en el subgrupo anterior, Se prosiguio con el analisis comparativo de los promedios
obtenidos para los marcadores inflamatorios en cada tejido de los ratones sacrificados a
las 24 horas de la inoculacién. En epidermis, no existieron diferencias significativas en la
concentracion de los marcadores inflamatorios utilizados (p>0.05). Sin embargo, en la dermis,
IL-1B, IL-6 fueron significativamente mas abundantes (p<0.05). En el tejido inflamatorio
predominaron MIP3, IL-1B e IL-6 (p<0.05). En el musculo y foliculo piloso, la presencia de
IL 1B e IL-6 fue significativamente mas frecuente que el resto de marcadores inflamatorios
(p<0.05).

El tercer grupo de ratones se sacrificd 7 dias después de la inoculacién con LUCITONE®.
(Ver Tabla 3 y grafica de la fig. 18 y 19). En la epidermis se encontr6 solamente IL-6 con un
promedio de 3.33 + 0.89 marcadores positivos; en dermis se observé la presencia de CD14
(media = 4.33; D.S = 0.58) y IL-6 (media-=19.33; D.S= 1.15). En el tejido inflamatorio presente
en ese momento se encontraron en promedio 7.00+ 1.00 CD14, y IL-6, con un recuento
promedio de 19.33 + 1.15. En musculo y foliculo piloso se encontré la presencia de IL-6
en ambos con una concentracion de 19.33 + 1.15; dado el tiempo transcurrido desde la

inoculaciéon, ambos se consideraron como marcadores de inflamacion crénica.

Fig. 18. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculados con
LUCITONE® sacrificados a los 7 dias. A células inmunoreactivas en tejido conjuntivo con
el anticuerpo anti IL-6. B Células inmunoreactivas en foliculos pilosos con el anticuerpo
anti IL-6.
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Tabla 3. Medias y Desviacion estandar de recuentos positivos de todos los marcadores por
tejido, a los 7 dias de la inoculacion de LUCITONE®.

LUCITONE® CD8 CD14 RANTES IL-1B IL-6

7 Dias Media D.E. | Media D.E. N Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 [0.00 0.00 (0X0]0] 0.00 0.00 0.00 3.33 0.89
Dermis 0.00 0.00 4.33 0.58 0.00 0.00 0.00 0.00 1933 1.15
Tejido

. 0.00 0.00 | 7.00 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1933 1.15
Inflamatorio

Musculo 0.00 0.00 10.00 [0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1933 115
Foliculo Piloso  0.00 0.00 0.00 @ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1933 115

20 - 1
15 | |
10 - - s
! i Foliculo Piloso
5 - | Misculo

1 I Tejido Inflamatorio
0 l

Dermis

Lucitone 7 dias

CcD8
CD14
MIP3
RANTES
IL-1B
IL-6
TNF alfa

Epidermis

Fig. 19. Grupo experimental: LUCITONE®, 7 dias. Valores promedio por tejido del nUmero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

Al comparar los marcadores presentes tras los siete dias de inoculacion con LUCITONE®,
en este grupo de ratones, la presencia de positividad para epidermis fue significativamente
mayor solo para IL-6 (p<0.05). En dermis, los marcadores inflamatorios CD14 e IL-6 fueron
significativamente mas abundantes (p<0.05); similares resultados se obtuvieron en tejido
inflamatorio, mientras que en musculo y foliculo piloso solo se observé la presencia de
positividad para IL-6 (p<0.05).

Al explorar, mediante el test t de Student, la existencia de diferencias en la concentracion
de cada uno de los marcadores en cada uno de los tejidos en funcién del tiempo tras la
inoculacién de LUCITONE®, se observé que (Tabla 4 y Fig. 20), entre las 12 horas y 24
horas, en dermis y tejido inflamatorio existian diferencias significativas en la presencia de CD8
(p<0.05), asi como en la de CD14 en tejido inflamatorio (p<0.05). La quimiocina MIP3 fue
significativamente mas abundante en tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso (p<0.05)
a las 24 de la inoculacion. RANTES demostro diferencias significativas en su concentracion en
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funcién del tiempo en tejido inflamatorio (p<0.05), mientras que IL-1f lo hizo en musculo y
foliculo piloso (p<0.05). Finalmente, la diferencia de concentracion de IL-6 a las 12 'y 24 horas
fue significativa (p<0.05) en epidermis, dermis, tejido inflamatorio, mdsculo y foliculo piloso.

Se utilizd el mismo test estadistico para detectar la existencia de diferencias
significativas en la concentracion de cada uno de los marcadores en los tejidos observados,
tras inoculacion de LUCITONE® de 24 horas y 7 dias. Los resultados indican que no existen
diferencias significativas (p>0.05) en la concentracion de CD8, CD14, RANTES, TNF alfa entre
estos tiempos de inoculacion en ninguno de los tejidos estudiados (epidermis, dermis, tejido
inflamatorio, musculo y foliculo piloso). Si se obtuvieron diferencias significativas para la
concentracion de quimiocinas MIP3 (p<0.05) entre las 24 horas y 7 dias de inoculacion
pero solo en el tejido inflamatorio formado. La diferencia en la concentracion de IL-1f
fue significativa (p<0.05) en dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso entre los
tiempos de inoculacion de LUCITONE® de 24 horas y 7 dias; también lo fue la diferencia de
concentracion de IL-6 en epidermis, tejido inflamatorio y foliculo piloso.
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LUCITONE®

Tabla 4. Expresion de células inmunoreactivas al LUCITONE® tanto en inflamacién aguda

como en la crénica. Promedios obtenidos para los anticuerpos utilizados como marcadores.

LUCITONE®

12 Horas
Epidermis

Dermis

Tejido Inflamatorio
Musculo

Foliculo Piloso
Promedio
LUCITONE®

24 Horas
Epidermis

Dermis

Tejido Inflamatorio
Musculo

Foliculo Piloso
Promedio
LUCITONE®

7 Dias

Epidermis

Dermis

Tejido Inflamatorio
Mdsculo

Foliculo Piloso

Promedio

20
15
10

MIP3 RANTES

MIP3 RANTES

Lucitone

12 Horas

24:0ra : ﬂ

7 dias

3.47

o
o
S

o
o
S

cDs8
CD14
MIP3
RANTES
IL-1B
IL-6
TNT alfa

Fig. 20. Expresion de células inmunorreactivas al LUCITONE® tanto en inflamacion aguda

como croénica con los anticuerpos utilizados como marcadores positivos.
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Por lo tanto, los tejidos que fueron inoculados con LUCITONE®, a las 12 horas
presentaron células del sistema inmune en tejido inflamatorio y dermis, encontrandose CD8
en ambos tejidos y CD14 solo en tejido inflamatorio. Las quimiocinas MIP3 se encontraron
en tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso, y la quimiocina RANTES solo se encontré en
tejido inflamatorio. La maxima expresion fue de la citocina proinflamatoria IL-6 que aparece
en todos los tejidos igual que la IL-1beta que aparece en todos los tejidos excepto en la
epidermis. En cambio, el TNF alfa, solo aparecié en tejido inflamatorio y dermis. En el analisis
de la respuesta a las 12 horas a LUCITONE®, se observa que en el tejido inflamatorio se
encuentran todos los marcadores estudiados y que en dermis se encontraron todos excepto
CD14, MIP3 y RANTES. El analisis a las 24 horas se caracteriza por la desaparicion de las
células inmunes CD8 y CD14 y quimiocinas, encontrandose sélo se encontré6 MIP3, aunque
disminuida. En este periodo la respuesta inflamatoria se caracterizé principalmente por la
presencia de IL-1P e IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis. El analisis a los 7 dias
solo se caracteriza por la presencia de citocinas proinflamatorias, con un incremento de la
IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis y con la desaparicion de la IL-1p.
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VALPLAST®

Se determind la media y desviacion estandar (D.S.) de los mismos marcadores del
proceso inflamatorio CD8, CD14, MIP3, RANTES, IL-1f3, IL-6 y TNF alfa pero ahora en ratones
a los que se les inoculd el material de VALPLAST®, obteniendo que (Ver Tabla No. 5 y fig.
21y 22) en el grupo de ratones sacrificados a las 12 horas de la inoculacion no se encontro
presencia de CD8, CD14, RANTES y TNF alfa en ninguno de los tejidos observados (epidermis,
dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso). La expresion promedio de quimiocina
MIP3 fue de 2.33 + 0.58 en el tejido inflamatorio. En los demas tejidos no se encontraron
valores positivos para este marcador, mientras que para IL-1B, se encontrd una expresion
promedio de 6.50 células en dermis, 7.00 en tejido inflamatorio, 15.50 en musculo, mientras
que fue de 8.00 en foliculo piloso. Para IL-6, el nUmero de células inmunorreactivas fue en
promedio de 7.00 en dermis, 7.00 + 1.73 en el tejido inflamatorio formado, 15.67 + 1.04 en
musculo. No se encontro presencia de IL-6 en foliculo piloso.

Fig. 21. Fotomicrografia de biopsia de tejido subcutaneo de ratone inoculado con valplast
sacrificados a las 12 horas. Células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo anti IL-6.

Tabla 5. Medias y Desviacion estandar de recuentos positivos de marcadores inflamatorios a
las 12 horas tras la inoculacién de VALPLAST®.

VALPLAST® CD8 CD14 RANTES IL-1B IL-6
12 Horas Media D.E. 'Media D.E. N Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 HoX I 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 (0X0]0]
Dermis 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 HoX I 0.00 0.00 6.50 071 7.00 1.73
Tejido

. 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 (w5 I (0X0[0] (0X0[0] d 0.00 7.00 1.73
Inflamatorio
Musculo (0X0]0] 0.00 | 0.00 0.00 [oX | (0X0]0] (0X0]0] . 1567 1.04
Foliculo Piloso (o6} 0.00 | 0.00 0.00 JeX I (0X0]0] (0X0]0] / . 0.00 0.00
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Valplast 12 Horas

B cDs

H CD14
I MIP3
B RANTES
B LB
H L6

I TNF alfa

20

15

Foliculo Piloso

Musculo

Tejido Inflamatorio

Epidermis

Fig.22. Grupo experimental: VALPLAST®, 12 h. NUumero promedio de células reactivas a
cada marcador inflamatorio en los distintos tejidos inoculados.

Se procedié a examinar las muestras obtenidas de los ratones sacrificados tras las 24
horas de la inoculacion encontrandose que (ver tabla 6 y fig. 23 y 24) en epidermis, dermis,
tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso no existia presencia alguna de CD8, CD14, MIP3,
RANTES ni TNF alfa; Para IL-1 se encontrd una reactividad promedio de 1.00 con una d.s. de
1.41 en epidermis; en dermis el promedio de este mediador de la inflamacion fue de 10.00 en
el tejido inflamatorio formado el promedio encontrado fue de 10.67, en musculo se encontrd
un promedio de 10.00 + 2.00 y en foliculo piloso un promedio de 8.00. El otro marcador
que si estaba presente en esta muestra, fue la IL-6 con un promedio de recuentos positivos
de 19.33 + 0.58 en dermis, de 17.67 en tejido inflamatorio, en musculo la concentracién
promedio fue de 17.00 y, en foliculo piloso, el promedio fue de 10.00, sin encontrarse este
marcador en epidermis.
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Fig 23. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculados con
VALPLAST® sacrificados a las 24 horas. Células inmunoreactivas en tejido conjuntivo de la
dermis con el anticuerpo anti IL-6. Células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo
anti IL-6.

Tabla No. 6 De Resultados donde se muestran las Medias y Desviacion estandar para el
VALPLAST® a las 24 horas con todos los marcadores.

VALPLAST® CD8 CD14 RANTES IL-1B8 TNF - Alfa
24 Horas Media D.E. 'Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E. QYCeERNDNS

Epidermis 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 141 0.00 (N0 0.00 0.00 p>0.05

Dermis 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 10.00 124 1933 0.58 KeXe4 0.00

0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 CNOR XY W R VA rl 000 0.00 p<0.05
0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 10.00 2.00 17.00 1.73 [eXo/CRRENIX0[0]
Foliculo Piloso  [HeXe[e] 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 8.00 (OO (OOl 0.00 0.00 p<0.05
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Valplast 24 Horas
W cDs
H cD14
[ MIP3
= B RANTES
| WIN
15 W L6
[ TNF alfa

Foliculo Piloso
Masculo

Tejido Inflamatorio

Dermis
]

Epidermis

Fig 24. Grupo experimental: VALPLAST®, 24 h. Valores promedio por tejido del numero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

El dltimo grupo de ratones a los que se les inoculé VALPLAST® fue sacrificado tras
7 dias del procedimiento. (Ver Tabla 7 y fig. 25 y 26). No se encontrd presencia de CD8,
CD14, RANTES, IL-1B y TNF alfa; mientras que el promedio de células positivas para MIP3
en epidermis fue de 2.67 con una desviacion estandar de +0.52, en dermis fue de 8.33,
en el tejido cronico inflamatorio fue de 5.67; en el tejido muscular y foliculo piloso no se
presentd MIP3. La IL-6 estuvo presente en esta muestra con un promedio de 4.67 positivos
en epidermis, 20.00 en dermis, 19.67 en el tejido inflamatorio crénico, mientras que musculo
fue de 6.00. No se encontro en foliculo piloso.
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Fig. 25. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculados con
VALPLAST® sacrificados a los 7 dias. Células inmunoreactivas en foliculos pilosos con el
anticuerpo anti IL-6. Células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo anti IL-6. Células
inmunoreactivas en tejido conjuntivo de la dermis

Tabla 7. Promedio y desviacion estandar de la expresionde marcadores inflamatorios tras 7
dias tras la inoculacion de VALPLAST® .

VALPLAST® CD8 CD14 RANTES IL-1B IL-6
7 Dias Media D.E. Media |D.E. N3 Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.67 0.89

Dermis (0X0]0] 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 0.00
Tejido
Inflamatorio

Anova
p<0.05
p<0.05

0.00 0.00 ' 0.00 0.00 B3 . 0.00 0.00 0.00 0.00 19.67 0.8 p<0.05

0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.00 1.29
Foliculo Piloso  HeX¢] 0.00 | 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00

p<0.05
p>0.05

Valplast 7 dias

cD8
CD14
MIP3
RANTES
IL-1 B
IL-6
TNF alfa

20 — " N
T [ . L — Foliculo Pileso
5 — " L — Musculo

¥ Tejido Inflamatorio
o L— [ . ermis
pi

idermis

Fig. 26. Grupo experimental: VALPLAST®, 7 dias. Valores promedio por tejido del nUmero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.
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Se busco establecer si existia diferencia significativa entre los marcadores inflamatorios
presentes en cada tejido a las 12 horas de la inoculacién con VALPLAST® mediante ANOVA
de una via. En epidermis, no se obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los
marcadores (p>0.05), mientras que en dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso
si se demostraron diferencias en la distribucién de IL 1B e IL-6 (p<0.05), al igual que en tejido
inflamatorio para MIP3 (p>0.05). Igual se procedié para determinar si existian diferencias en
la distribuciéon de los distintos marcadores por tejido examinado después de 24 horas tras la
inoculacién de VALPLAST®, encontrandose que no existian diferencias significativas (p>0.05)
en epidermis para ningun marcador, mientras que si existian en dermis, tejido inflamatorio,
musculo y foliculo piloso para 1L- 1B e IL-6 (p<0.05).

El Ultimo grupo de ratones fueron sacrificados tras 7 dias de habérseles inoculado el
inserto de VALPLAST®. Sélo se encontraron diferencias significativas en las concentraciones
de MIP3y de IL-6 (p<0.05) en epidermis, dermis y tejido inflamatorio y en musculo sélo para
IL-6. No se obtuvieron diferencias significativas en la distribucion de marcadores inflamatorios
en foliculo piloso (p>0.05).

Al comparar las concentraciones de cada marcador en cada tejido (Tabla No.8),
entre los distintos tiempos de observacion tras la inoculacion de VALPLAST®, se observo
que los valores obtenidos a las 12 y 24 horas para los marcadores CD8 y CD14, RANTES
y TNF alfa fueron similares, en todos los tejidos analizados. Para MIP3 solo se obtuvieron
diferencias significativas en tejido inflamatorio. Sin embargo, para IL-1 se obtuvieron
diferencias signficativas que indican un un aumento del marcador en tejido inflamatorio y
una disminucion a disminucion del marcador en epidermis, dermis y musculo en las muestras
obtenidas a las 24 h respecto a las extraidas a las 12 horas de la inoculacion. En foliculo piloso,
la cantidad de IL-1p permanecio estable en este periodo (p>0.05). Para el marcador IL-6 se
obtuvo un aumento significativo a las 24 horas epidermis, tejido inflamatorio y foliculo piloso,
mientras que en epidermis y musculo permanecio con valores estadisticamente similares a los
detectados en el grupo de animales sacrificados a las 12 horas de la inoculacion (p>0.05).

En la comparacién de la concentracién de marcadores inflamatorios obtenidos 24
horas y 7 dias tras la inoculacién de VALPLAST®, se observan valores estables para CDS,
CD14, RANTES y TNF alfa en todos los tejidos analizados, mientras que se aprecia un
aumento significativo de MIP-3 en funcién del tiempo transcurrido, en epidermis, dermis y
tejido inflamatorio, aunque no en musculo ni en foliculo piloso (p>0.05). IL-1f disminuyé
significativamente en dermis, tejido inflamatorio y musculo con el paso de los dias. IL-6

- 48 - Tesis Doctoral

Evaluacion de la biocompatibilidad de Acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y Polipropileno, mediante la deteccion in situ de Quimiocinas, Citocinas Proin-
flamatorias y células del Sistema Inmune. Por Rosa Isela Sanchez Najera.



Capitulo VI: Resultados

VALPLAST®

aumento significativamente entre las 24 horas y los 7 dias tras inoculacion en epidermis,

tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso, permaneciendo en valores similares en dermis,

respecto a los obtenidos en este tejido a las 24 horas del inserto. (Tabla 8. Fig. 27).

Tabla 8. Expresion de células inmunorreactivas al VALPLAST® tanto en inflamacién aguda

como en la cronica (7 dias) con los anticuerpos utilizados como marcadores positivos.

VALPLAST® MIP3
12 Horas Media
Dermis 0.00
Tejido Inflamatorio 2.33
Musculo 0.00

Foliculo Piloso
Promedio

VALPLAST®

24 Horas Media
Epidermis 0.00
Dermis 0.00
Tejido Inflamatorio 0.00
Mdsculo 0.00

Foliculo Piloso

Promedio

VALPLAST®

7 Dias Media
Epidermis 2.67
Dermis 8.33
Tejido Inflamatorio 5.67

Musculo
Promedio

11,26
7.5
3,75

Valplast

"l

12 Horas

24 Hora| ]

7 dias

CcDs8
CcDh14
MIP3
RANTES
IL-1B
IL-6
TNT alfa

Fig. 27. Expresion de células inmunorreactivas al VALPLAST® tanto en inflamacién aguda

como crdnica con los anticuerpos utilizados como marcadores positivos.
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Por lo tanto con VALPLAST® a las 12 horas solo se encontré una expresion de las
citocinas proinflamatorias IL-1p y IL-6 en todos los tejidos excepto en la epidermis con una
maxima expresion en el musculo del doble que en los otros tejidos. A las 24 horas se caracteriza
por un incremento de la cantidad de esas citocinas, principalmente de la IL-6 a mas del doble.
A los 7 dias se produce la desaparicion de la IL-1B, persistiendo la presencia de IL-6 en similar
ndmero en dermis y tejido inflamatorio pero disminuyendo a la mitad en tejido muscular.
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POLIPROPILENO

Otro grupo de ratones fueron sacrificados en tres tiempos distintos, 12 horas, 24 horas
y 7 dias, después de la inoculacién con polipropileno. En la tabla 9 y fig. 29 se describen los
recuentos promedio para la positividad de los marcadores inflamatorios de este estudio a las
12 horas de la inoculacion. Cabe destacar que no se encontraron rastros de CD8, RANTES, IL-
1By TNF alfa en ninguno de los tejidos. CD14 se encontro en dermisy en tejido inflamatorio.
MIP3 no fue detectable en epidermis, musculo y foliculo piloso aunque si lo estuvo, con
recuentos bajos en dermis y tejido inflamatorio. Por ultimo, se encontrd positivad para IL-6
en epidermis, dermis y en tejido inflamatorio de 6 mientras que en musculo y foliculo piloso
no estuvo presente.

Fig. 28. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculado con
polipropileno sacrificados a las 12 horas. Células inmunoreactivas en el tejido conjuntivo
de la dermis. Células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo anti IL-6. Células
inmunoreactivas en tejido conjuntivo con el anticuerpo anti MIP3.
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POLIPROPILENO

Tabla 9. Media y Desviacion estandar del recuento de marcadores inflamatorios en los

distintos tejidos tras insecién de polipropileno. Resultados a las 12 horas.

Polipropileno CD8 CD14 RANTES IL-1B8 IL-6
12 Horas Media D.E. [Media [D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.67 0.89
0.00 0.00 '4.67 0.58 0.00 0.00 0.00 0.00 6.33 1.53
Tejido
Inflamatorio
Musculo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Foliculo Piloso 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 (0X0[0)

0.00 0.00 | 5.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.00 0.65

Polipropileno 12 horas

M cDs8
M cD14
MIP3
7

B RANTES
W IL-1B
M L6

I TNF alfa

Foliculo Piloso
Musculo

Tejido Inflamatorio

Epidermis

Fig. 29. Grupo experimental: polipropileno, 12 h. Valores promedio por tejido del nUmero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

En el grupo de ratones sacrificados a las 24 horas (ver tabla 10 y fig. 30 y 31) de ser
inoculados con polipropileno, no se encontraron los marcadores CD8, MIP-3, RANTES y TNF
alfa; las concentraciones de CD14 en epidermis, dermis, musculo y foliculo piloso fueron
nulas, mientras que en tejido inflamatorio se cuantifico un promedio de 4.33 + 1.15 células
reactivas. IL-1B no se detectd en epidermis y musculo, aunque si, con valores moderados, en
dermis, tejido inflamatorio y en foliculo piloso. IL-6 se expresd con claridad en epidermis, en
dermis, tejido inflamatorio, en musculo y foliculo piloso. Los recuentos promedio se presentan
en la tabla 10.

Fig. 30. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculado con polipropileno
sacrificados a las 24 horas. macréfagos inmunoreactivos en el tejido conjuntivo. Células en los foliculos
pilosos y células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo anti IL-6. Células en los foliculos
pilosos inmunoreactivas con el anticuerpo anti MIP3
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Tabla 10. Media y desviacion estandar del recuento de marcadores inflamatorios en los
distintos tejidos inoculados con polipropileno a las 24 horas.

Polipropileno CD8 RANTES IL-1 Beta IL-6

24 Horas Media D.E. i . E. i N Media D.E. Media D.E. Media D.E.

Epidermis 0.00 0.00 0. I I g 0.00 0.00 0.00 0.00 1267 143

Dermis 0.00 0.00 0. I I A 0.00 0.00 5.00 0.66 20.00 0.00

Tejido Inflamatorio KXY} 0.00 ‘4. . ! 4 (0X0[0) 0.00 5.00 0.66 20.00 0.00

Musculo 0.00 0.00 0. ! g i 0.00 0.00 0.00 0.00 1833 0.89

Foliculo Piloso 0.00 0.00 0. ! J 4 000 0.00 3.33 0.77 1833 0.89

Polipropileno 24 horas

W CDs
B cDi4
| MIP3
2 B RANTES
| W LB
15 - W L6
[ TNF alfa
10 -
Foliculo Piloso
5 | Musculo
Te o Inflamatorio

Dermis

Epidermis

Fig. 31. Grupo experimental: polipropileno, 24 h. valores promedio por tejido del nimero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.
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Fig. 32. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculados con
polipropileno sacrificados a los 7 dias. células inmunoreactivas en foliculos pilosos con
el anticuerpo anti IL-6. Células inmunoreactivas en tejido conjuntivo de la dermis con el
anticuerpo anti IL-6

En el dltimo grupo de ratones inoculados con polipropileno, que fueron sacrificados
tras 7 dias, no se encontraron CD8, MIP-3, RANTES y TNF alfa en las muestras de los tejidos
de epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso. CD14 demostrdé una
presencia débil solo en tejido inflamatorio. En epidermis y foliculo piloso no se encontro IL-
1B, mientras que en dermis, en tejido inflamatorio y en musculo, su presencia fue escasa a
moderada. IL-6 demostré inmunorreactividad moderada en epidermis, pero estuvo presente
en dermis, en tejido inflamatorio, en musculo y en foliculo piloso (Ver tabla 11 y Figura No.
32y 33).

Tabla 11. Recuentos promedio y d.e. de células inmorreactivas a los marcadores inflamatorios
en los distintos tejidos analizados, a los 7 dias de la inoculacién de polipropileno.

Polipropileno @B} CD14 RANTES IL-1B IL-6
Media D.E. 'Media D.E. B3 Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 [0.00 (0X0[0) (0X0[0] 0.00 0.00 0.00 5.00 0.00
Dermis 0.00 0.00 [0.00 (0X0[0) (0X0[0] 0.00 500 0.00 19.00 141

0.00 0.00 [2.00 (0X0[0) 0.00 000 250 054 1850 112

nflama
Musculo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 650 0.71 20.00 0.00

Foliculo Piloso 0.00 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 1550 0.71
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Polipropileno 7 dias

M cD14

| I MIP3
20 | B RANTES

W IL-1p

15 | l IL-6
1 1 TNF alfa

10
Foliculo Piloso
5 M Mdasculo
T

0 ‘ Dermis

Epidermis

efido Inflamatorio

Fig. 33. Grupo experimental: polipropileno, 7 dias. Valores promedio por tejido del nimero
de células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

Al estudiar la distribucion de marcadores inflamatorios en los distintos tejidos, a
las 12 horas de la inoculaciéon de polipropileno. La presencia de CD14, MIP3 e IL-6 fue
significativamente mayor en epidermis y, en dermis y tejido inflamatorio lo fueron as
concentraciones de CD14, MIP3 e IL-6. En musculo y foliculo piloso no se detectaron
diferencias en la concentracion de ninguno de los marcadores.

En las muestras de 24 horas, IL-6 demostré una concentraciéon significativamente
mayor que el resto de los marcadores en epidermis. IL-1B e IL-6 fueron los marcadores
con signficativamente mayor presencia en dermis. En tejido inflamatorio predominaron
significativamente CD14, IL-1B e IL-6, en musculo sélo IL-6 y, en foliculo piloso, IL-1B e IL-6.
La concentracion de IL-6 fue signficativamente mas intensa en todos los tejidos extraidos tras
7 dias desde la inoculacion con polipropileno.

En cuanto a la presencia de cada uno de los marcadores en cada tejido en funcion
del tiempo transcurrido desde su inoculacién con polipropileno, se pudo comprobar que
entre los periodos de 12 horas y 24 horas de inoculacién, existia un aumento significativo
de positividad para IL-6 en todos los tejidos (epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo
y foliculo piloso) (t de Student). las concentraciones de CD14 y MIP-3 disminuyeron
significativamente (t de Student) con el paso de las horas en dermis y tejido inflamatorio
(p<0.05); en cambio, la diferencia de concentracion de IL-1f fue significativamente mayor en
dermis, tejido inflamatorio y foliculo piloso (p<0.05) a las 24 horas respecto a las 12 horas de
la inoculacion del producto.

La misma comparacion (test t de Student) entre los periodos de 24 horas y 7 dias
post-inoculacion de polipropileno, demostré una diferencia de concentracién significativa
(p<0.05) para IL-6 en todos los tejidos (epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y
foliculo piloso). CD14 experimento una disminucion significativa con el tiempo en tejido

- 55 - Tesis Doctoral



Capitulo VI: Resultados

POLIPROPILENO

inflamatorio y IL-1B disminuyo significativamente en tejido inflamatorio y foliculo piloso, y

aumento signficativamente en tejido muscular. (Tabla 12 y fig. 34).

Tabla 12. Expresion de células inmunorreactivas al polipropileno tanto en inflamacion aguda

como en la crénica con los anticuerpos utilizados como marcadores.

Polipropileno CD14 MIP3 IL-18

Media Media Media

12 Horas

Epidermis 0.00 000 [
Dermis 4.67 2.67

Tejido Inflamatorio 5.00 2.67

Musculo

Promedio

1.93 1.07

24 Horas

Polipropileno CD14 MIP3 IL-1B

Media Media Media

Epidermis

0.00

Dermis

0.00

Tejido Inflamatorio 4.33

Musculo

0.00

Promedio

Foliculo Piloso 0.00

0.87 0.00

Polipropileno CD14 MIP3 IL-1B

7 Dias

Media Media Media

Epidermis

0.00

Dermis

0.00

Tejido Inflamatorio 2.00

Musculo

0.00

Promedio
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Polipropileno

cD8
CD14
MIP3
RANTES
IL-1B
IL-6
TNT alfa

20 -

15 -
10 -

12 Horas @ L
24 Hora &

7 dias

Fig. 34. Expresion de células inmunorreactivas al polipropileno tanto en inflamacién aguda
como crénica con los anticuerpos utilizados como marcadores.

En resumen, la reaccién inflamatoria al polipropileno, se caracteriza, a las 12 horas de
su inoculacion, por una ligera presencia de células del sistema inmune con CD14, quimiocinas
MIP3 y citocinas proinflamatorias IL-6 en dermis y tejido inflamatorio. No hay presencia de IL-
1B. A las 24 horas se detecta un incremento importante de IL-6 en todos los tejidos con ligera
presencia de la IL-1 en dermis, tejido inflamatorio y foliculo piloso, con solo la presencia de
pocos numeros de células con CD14. A los 7 dias se caracteriza por la presencia de IL-6 en
numero similar a las 24 horas en todos los tejidos.
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El dltimo material al cual se midio la biocompatibilidad con los tejidos mediante la deteccion
de CD8, CD14, MIP3, RANTES, IL-1B, IL-6 y TNF alfa fue el acrilico. En la evaluacion sobre
tejidos obtenidos de ratones sacrificados a las 12 horas de haber sido inoculados (epidermis,
dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso), no se observo la presencia de CDS,
Rantes y TNF alfa. En el mismo tiempo post-inoculacion, se observd una concentracion
promedio de CD14 de 3.50 £ 0.71 en dermis y de 5.00 + 0.00 en tejido inflamatorio. En
epidermis, musculo y foliculo piloso estaba ausente este marcador. Las quimiocinas MIP3 se
detectaron en dermis, en tejido inflamatorio y musculo scon concentraciones que podemos
calificar como moderadas (de 10 a 13,50, segun el marcador. Ver tabla 13). IL- 1B se observo,
a concentraciones pequefas en tejido inflamatorio y en epidermis. IL-6 demostré una

presencia mas bien escasa en epidermis y moderada o alta en foliculo piloso, musculo vy

Fig. 35. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculado con
acrilico sacrificados a las 12 horas.

« Células inmunoreactivas en el tejido inflamatorio con el anticuerpo anti CD-14.

« Células musculares inmunoreactivas con el anticuerpo anti MIP3.

« Células inmunoreactivas en tejido conjuntivo de la dermis con el anticuerpo anti MIP3.
+ Células inmunoreactivas en los foliculos pilosos con el anticuerpo anti IL-6.

« Células inmunoreactivas en el tejido inflamatorio y musculo con el anticuerpo anti IL-6.

« Células inmunoreactivas en el tejido inflamatorio con el anticuerpo anti IL-6.
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Tabla 13. Media y desviacion estandar del recuento de marcadores inflamatorios para el
acrilico alas 12 horas de su inoculacion.

Acrilico CD8 CD14 RANTES

12 Horas Media D.E. Media D.E. N3 Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00
Dermis (0X0[0] 0.00 /350 0.71 0.00  0.00
Tejido

Inflamatorio 0.00 0.00 '5.00 0.00 . 0.00  0.00
Musculo 0.00 0.00 '0.00 | 0.00 0.00  0.00
Foliculo Piloso [eXe[d] 0.00 '0.00 0.00 0.00  0.00

Acrilico 12 horas

20 -

Tejido Inflamatorio

i n
0 Dermis

Epidermis

lisculo

CcD8
CD14
MIP3
RANTES
IL-1 B
IL-6
TNF alfa

Foliculo Piloso

Fig. 36. Grupo experimental: acrilico, 12 h. Valores promedio por tejido del nimero de células

inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

En la muestra procedente del grupo de ratones inoculados con acrilico, tras 24 horas
de exposicidn, también estuvieron ausentes CD8, RANTES, IL-1B y TNF alfa en todos los tejidos
observados. La concentracién de CD14 promedio en dermis y tejido inflamatorio fue de 10.00

+ 0.83. MIP3 demostro una presencia moderada en dermis y tejido inflamatorio y recuentos

elevados en musculo y foliculo piloso; sin embargo, fue indetectable en epidermis. En cuanto
a IL-6, demostré una presencia escasa en epidermis (2.33 = 1.04) recuentos moderados en
foliculo piloso 10.00 + 1.00 y elevados en dermis, tejido inflamatorio y en musculo. (Tabla 14
y Fig. 37 y 38).
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Fig 37. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculado con
acrilico, sacrificados a las 24 horas. Células inmunorreactivas en el tejido conjuntivo de la
dermis y en foliculos pilosos con el anticuerpo anti MIP3. Células en los foliculos pilosos
inmunoreactivas asi como en el tejido conjuntivo de la dermis con el anticuerpo anti IL-6.
Células inmunoreactivas en el tejido conjuntivo con el anticuerpo anti CD-14.

Tabla 14. Mediay desviacion estandar del recuento de células inmunorreactivas a anticuerpos
anti-marcadores inflamatorios para el acrilico a las 24 horas de su inoculacion.

Acrilico RANTES IL-1B IL-6
24 Horas Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Epidermis 0.00 0.00 0.00 0.00 233 1.04
Dermis 0.00 0.00 0.00 0.00 1533 2.08
Teii

ejido . 0.00 0.00 0.00 0.00 15.67 0.58
Inflamatorio
Musculo . . . . 0.00 (0X0[0] 0.00 0.00 16.00 1.73
Foliculo

. 0.00 (0X0[0] 0.00 0.00 10.00 1.00
Piloso

- 60 - Tesis Doctoral

Evaluacion de la biocompatibilidad de Acrilico, LUCITONE®, VALPLAST® y Polipropileno, mediante la deteccién in situ de Quimiocinas, Citocinas Proin-
flamatorias y células del Sistema Inmune. Por Rosa Isela Sanchez Najera.



Capitulo VI: Resultados

ACRILICO

20 -

Epidermis

Acrilico 24 horas

1

Dermis

Telo Inflamatorio

W cDs

B CcD14
MIP3

B RANTES

| [N
i B L6
I TNF alfa
! Foliculo Piloso
Usculo

Fig. 38. Grupo experimental: acrilico, 24 h. Valores promedio por tejido del nimero de células
inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.
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En el Ultimo grupo de ratones, que fueron sacrificados tras 7 dias de inoculacion con
acrilicono se encontraron CD8, CD14, RANTES, IL-1By TNF alfa presentes en las muestras de los
tejidos de epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso. La concentracion
promedio de MIP3 fue escasa tanto en musculo como en foliculo piloso, mientras que
en epidermis, dermis y tejido inflamatorio no estaban presentes. EIl marcador con mayor
inmuorreactividad en este grupo fue IL-6, con recuentos elevados en dermis (18.67+ 1.53),
tejido inflamatorio (18.33 + 1.53), en musculo (18.00 + 0.00) y en foliculo piloso (19.00 +

1.00); estuvo, sin embargo ausente en las muestras procedentes de epidermis. (Ver Tabla 15y
fig. 39 y 40)

Fig. 39. Fotomicrografias de biopsias de tejido subcutaneo de ratones inoculado con
Acrilico sacrificados a los 7 dias. Células inmunoreactivas en el tejido conjuntivo de la
dermis, foliculos pilosos y células musculares con el anticuerpo anti IL-6. Células musculares
inmunoreactivas con el anticuerpo anti MIP3
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Tabla 15. Media y desviacion estandar del recuento de marcadores inflamatorios para el
acrilico a los 7 dias de su inoculacion.

Acrilico CD8 CD14 RANTES IL-1B IL-6

7 Dias Media D.E. | Media | D. E. i N Media D.E. Media D.E. Media D.E.

Epidermis 0.00 0.00 '0.000 [0.00 NexX 4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Dermis 0.00 0.00 [0.00  0.00 NeX I 0.00 0.00 0.00 0.00 18.67 1.53
L[l NiEIEe oM 0.00 0.00 '0.00 | 0.00 oK I 0.00 0.00 0.00 0.00 1833 1.3

Musculo 0.00 0.00 '0.00 [0.00 W™ L 0.00 0.00 0.00 0.00 18.00 0.00
Foliculo Piloso 0.00 0.00 '0.00 [0.00 WA L (0X0[0) 0.00 0.00 0.00 19.00 1.00

Acrilico 7 dias

B cD8
B cD14
| MIP3
2 B RANTES
! L1 B
15 - B L6
I TNF alfa
10 -
| Fo\lculo Piloso
usculo

Tejido Inflamatorio

Dermis

Epidermis

Fig. 40. Grupo experimental: acrilico, 7 dias. Valores promedio por tejido del nUmero de
células inmunorreactivas a cada uno de los marcadores utilizados.

En las comparaciones (ANOVA) de la concentracién de cada marcador, en cada tejido
y tiempo post-inoculacién, se observéd que, a las 12 horas, CD8, CD14, MIP3, RANTES, IL-1B,
IL-6 y TNF alfa exhibian diferencias significativas en todos los tejidos (epidermis, dermis, tejido
inflamatorio, musculo y foliculo piloso) (p<0.05). Del mismo modo, resulto ser significativa
(p<0.05) en todos los tejidos muestreados tras 24 horas de inoculacion. Las concentraciones
de marcadores fueron significativamente diferentes en las muestras obtenidas de los 7 dias
de inoculacion para dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso, mientras que no lo
fueron en epidermis. (p>0.05).

Finalmente, se compararon las concentraciones de cada marcador inflamatorio en cada tejido
entre distintos tiempos post-inoculacién. Los resultados demuestran que, entre las 12 horas
y 24 horas de inoculacion, CD8, RANTES y TNF alfa presentaron concentraciones similares en
todos los tejidos (epidermis, dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso) (p>0.05).
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CD14 aumento¢ significativamente a las 24 horas, respecto a los valores obtenidos a las 12 horas
en dermisy tejido inflamatorio. La concentracion de MIP3 aumenté de forma significativa en
musculo y foliculo piloso (p<0.05), disminuyd en dermis y tejido inflamatorio, manteniéndose
sin cambios significativos en epidermis. IL-1B disminuyd significativamente en dermis
entre las 12 y las 24 horas de observacion y, finalmente, IL-6 en epidermis experimentd un
aumento significativo en epidermis, disminuyo significativamente en musculo y se mantuvo
sin deferencias estadisticamente significativas en dermis, tejido inflamatorio y foliculo piloso.

En segundo lugar, se establecieron las mismas comparaciones (por tejido y marcador)
entre los periodos de 24 horas y 7 dias tras la inoculacion, sin obtener diferencias significativas
en las concentraciones CD8, RANTES, IL-1B y TNF alfa. CD14 disminuyo significativamente
con el tiempo en dermis y tejido inflamatorio. También disminuyé significativamente la
concentracion de MIP3 en dermis, tejido inflamatorio, musculo y foliculo piloso. Finalmente,
se observo un incremento significativo de IL-6 en epidermis, dermis, tejido inflamatorio,
musculo y foliculo (p<0.05). Ver tabla 16 y fig. 40y 41.

Tabla 16. Expresion de células inmunoreactivas a marcadores de inflamacién aguda y cronica
presentes en los tejidos tras la inoculacion de acrilico.

Acrilico IL-1B
12 Horas Media
Epidermis m (0X00]
Dermis 7.50

Tejido Inflamatorio

13.50 5.00
13.50 0.00
10.00 0.00

Promedio L

Mdsculo

Foliculo Piloso

Acrilico
24 Horas

Epidermis

Dermis

Tejido Inflamatorio

Mdsculo

Foliculo Piloso
Promedio
Acrilico
7 Dias

Epidermis

Dermis

Tejido Inflamatorio

Mdsculo

Foliculo Piloso

Promedio
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Acrilico
15 - _ B CDs
[ B CcDi4
25— _ MIP3
75 , ' | B RANTES
3,75 - ' | W L1
. ' . : B L6
ﬂ H . TNT alfa
12 Horas {
24 Hora b | ;

7 dias

Fig. 41. Expresion de células inmunorreactivas al acrilico tanto en inflamacién aguda como
cronica con los anticuerpos utilizados como marcadores positivos.

Por lo tanto la reaccion tisular al acrilico, a las 12 horas, se caracteriza por una fuerte
expresion de IL-6 en todos los tejidos y de la quimiocina MIP3, también en todos los tejidos
excepto en la dermis. A las 24 horas la respuesta se mantiene similar pero con la aparicién de
células del sistema inmune CD14 en dermis y tejido inflamatorio. A los 7 dias se caracteriza

por la presencia exclusiva de un numero elevado de células con expresion IL-6 en todos los
tejidos excepto en la epidermis.
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n esta investigacion se evaluo la biocompatibilidad de 4 materiales empleados como
material base para protesis bucales, LUCITONE®, VALPLAST®, polipropilenoy acrilico.

Insertos de similares forma y tamafo fueron inoculados en el tejido subcutaneo de
ratones y se observaron preparaciones con muestras de tejidos diferentes obtenidos del area
donde se habia inoculado la muestra. El estudio histopatologico mostrd una leve respuesta
inflamatoria alrededor del area de insercién de los cuatro materiales, lo que indicé buena
biocompatibilidad en general, aunque el analisis inmunocitoquimico demostré una mejor
tolerancia al polipropileno y menor aceptacion al acrilico.

En el cuerpo humano existen cuatro tejidos basicos: el tejido epitelial, el tejido
conectivo, el tejido muscular y el tejido nervioso. Los estudios de biocompatibilidad se deben
de realizar en el tejido conectivo debido a que en él se encuentran las células de reaccion
inmediata a las infecciones y a las inflamaciones: células (fibroblastos, neutrofilos, plasmaticas,
linfocitos, neutréfilos, macrofagos), fibras (colagena, elasticas y reticulares) y sustancias
amorfas (Glucosaminoglucanos como el Ac. hialurénico, proteinas, agua)®

La inflamacion es un estado en que el tejido conectivo reacciona ante la presencia
de algun cuerpo extrafio y tiene lugar durante las primeras horas del encuentro celular. Por
eso, en este estudio se analizan las reacciones ocurridas durante las primeras horas tras la
inoculacion de los distintos materiales; dado que, pasada la primera semana, el organismo
tiende a adaptarse al material extrafo o bien a rechazarlo, originandose entonces una
infeccion.®®

Desde hace tiempo los materiales analizados en este estudio han sido reconocidos
como materiales biocompatibles en clinica®-® porlo que han sido empleados en la fabricacién
de protesis dentales. En este estudio, desde un punto de vista general, es decir, incluyendo
células, quimiocinas y citocinas proinflamatorias, el polipropileno y el VALPLAST® mostraron
una excelente biocompatibilidad, teniendo en cuenta que estos materiales sélo van a tener
contacto con la mucosa y no van a penetrar en su interior.

Los linfocitos citotdxicos CD8 estan de manera constitutiva en las mucosas vy, en
menor medida, en la piel®. En este trabajo, estas células permanecieron sin incrementarse
en numero con la mayoria de los materiales evaluados. S6lo con LUCITONE® se observd un
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ligero aumento en éstas células, que se detectd Unicamente a las 12 horas, mientras a las 24
horas y a los 7 dias no hubo presencia de células inmunoreactivas.

El marcador CD14 esta presente principalmente en macréfagos-monocitos.®® Los
macrofagos participan en una variedad de respuestas, principalmente fagocitando el material
extrafo. En este estudio, estas células fueron detectadas sobre todo en la respuesta aguda y
en tejido inflamatorio.

La IL-6 es una citocina multifuncional con importante papel tanto en la inflamacion
aguda como en la inflamacion cronica.?® Tiene efectos variados sobre multiples células,
incluyendo la promocion y desarrollo de células del sistema inmune. Encontramos que fue la
citocina que predomind en todos los tiempos estudiados tras inocular con LUCITONE®. Asi,
se presentd en todos los tejidos a las 12 horas, a las 24 horas, excepto en epidermis y, a los
7 dias se volvio a presentar en todos los tejidos estudiados. Al inocular con VALPLAST® se
presento sobre todo en dermis, tejido inflamatorio y musculo en los 3 tiempos estudiados. En
las inoculaciones de polipropileno y acrilico hubo presencia en todos los tejidos estudiados en
los 3 tiempos, lo cual sugiere la actividad pleiotropica de esta citocina, por lo que constituye
un excelente marcador para definir estudios de biocompatibilidad, tanto en inflamaciones
agudas como crénicas.

MIP3 es una quimiocina CC proinflamatoria y se produce durante las primeras horas
del curso de reacciones inflamatorias o inmunes y sirven para movilizar las defensas del
huésped. Puede ser secretada a través de células T activadas, células dendriticas inmaduras y
otros tipos celulares mononucleares.?® Esta fue la quimiocina que predomind con los cuatro
materiales. Sin embargo tuvo un comportamiento variable: en presencia de LUCITONE® vy
de acrilico y fue disminuyendo de las 12 horas a las 24 horas hasta que desaparecio a los
7 dias. En presencia de VALPLAST® aumentd de las 12 horas a los 7 dias, aunque fue muy
escasa su secrecion, mientras que en presencia de polipropileno no se observé MIP3. Esta
quimiocina es secretada al detectarse, por las células, el material extraiio. Quiza la variabilidad
encontrada es debida al irregular acceso de éstas células al material y cabe mencionar que el
material no se disemina, se mantiene en el lugar inoculado.

TNF alfa es una citocina proinflamatoria que juega un rol critico en diversos eventos
celulares, incluyendo proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis 2. Ademas, puede
ejercer dafo en el huésped como sepsis, caquexia en tumores asi como en enfermedades
autoinmunes.”? En este estudio esta citocina fue detectada en cantidades minimas, sin
diferencias respecto al grupo control, lo cual es un resultado esperado, ya que esta citocina
se eleva elevada principalmente en condiciones infecciosas.

IL-1B es una citocina inflamatoria que juega un papel clave en el inicio y desarrollo de la
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respuesta del huésped a la invasion, siendo un importante factor en la iniciacion de la respuesta
inflamatoria y en la activacion de las funciones inmunologicas'’ y, ademas, es mediador de la
respuesta a infecciones, lesiones y cambios inmunolégicos.® Encontramos que IL-1p estuvo
presente durante la inflamacidn crénica de forma moderada en presencia de LUCITONE®, de
forma similar a como se observo en presencia de VALPLAST®. En presencia de polipropileno,
la expresion de IL-1B fue muy escasa y solo fue evidente a las 24 y 7 dias. En presencia
de acrilico solo hubo expresion de IL-1B a las 12 horas. Esta citocina es de las principales
causantes de inflamacidn en respuesta a un material extrafio. Las diferencias en el nimero de
células que tuvieron acceso a los materiales podria explicar las diferencias encontradas.

Los 4 materiales inoculados presentan en general buena compatibilidad, con
diferencias minimas en la estimulacion del sistema inmune innato, aunque, siendo estrictos,
podemos establecer que el material mas biocompatible es el polipropileno y el de menos
compatibilidad es el acrilico.
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Eoncisiohee g

nalizando la histopatologia en tejido subcutaneo del raton después de la inoculacion
de LUCITONE®, VALPLAST®, polipropileno y acrilico y se consideramos la respuesta
inflamatoria de 0 a 5 leve, de 6 a 12 moderada y mas de 12 severa podemos concluir

que :

« Las células del sistema inmune CD8 y CD14 no aparecen o presentan una
presencia escasa en dermis y tejido inflamatorio en respuesta a los cuatro tejidos
estudiados y en los tres tiempos a excepcion del acrilico que presenta una
respuesta moderada a las 24 horas.

« Conrespecto al efecto de los materiales en los tejidos expuestos a las quimiocinas
MIP-3 y RANTES se concluye que RANTES practimente no se expresé con
ninguno de los materiales estudiados. En cambio, MIP3 se encontréo en
respuesta a LUCITONE® sélo en las primeras 12 horas de forma moderada
mientras que, a las 24 horas, disminuy6 hasta no presentarse a los 7 dias.
Con VALPLAST® se presentdé una inflamacion crénica moderada a los 7
dias. En el grupo expuesto al polipropileno la respuesta inflamatoria fue
practicamente nula y, en el sometido al acrilico, la respuesta inflamatoria
fue severa en dermis y tejido inflamatorio a las 12 horas y moderada a las
24 horas, no existiendo respuesta a los 7 dias. MIP3 Este marcador fue el tinico
que se expresé de forma moderada a las 12 en epidermis y musculo vy alta
en musculo y foliculo piloso a las 24 horas.

« La IL-6 fue la citocina que se expresé en mayor cantidad con los cuatro
materiales en los tres tiempos y en todos los tejidos examinados, siendo su
expresion maxima a las 24 horas y a los 7 dias. En cambio la IL-1B tuvo una
presencia moderada en respuesta a LUCITONE® y VALPLAST® a las 12 y 24
horas. Con el acrilico se expresé sélo en las primeras 12 horasy, con polipropileno,
a las 24 horas y a los 7 dias en dermis, tejido inflamatorio y musculo.

+ De acuerdo a la expresion de las células inmunoreactivas en tejidos
inoculados con los diferentes materiales experimentales en los tres tiempos
estudiados se concluye que, a las 12 horas, el material mas biocompatible
es el polipropileno y el menos biocompatible, el acrilico. A las 24 horas 'y 7
dias se incrementa la expresion de células inmunoreactivas siendo el acrilico el
material menos biocompatible.
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Apéndice: 1

Rpendiceyl

TECNICA DE INMUNOCITOQUIMICA.

1.- COLOCAR EN ESTUFA A 70°C

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
b) OH 90% 5 minutos
c) OH 70% 5 minutos

d) OH 50% 5 minutos

5.- SOLUCION DE BUFFER PB..

a) Lavar con solucién Buffer PB. 5 minutos (2 veces)
6.- SE LAVARAN CON AGUA DESTILADA

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

20 minutos
8.- SE LAVARAN CON AGUA DESTILADA

9.- SOLUCION DE BUFFER PB.. (0.2 M, pH 7.2-7.4, 0.1% Triton X 100)
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Lavar con solucién Buffer PB. 5 minutos (2 veces)

10.- SOLUCION DE COCTEL DE SUERO DE RATA Y CONEJO (DEPENDE DE
ANTICUERPOS)

1 hora (A temperatura ambiente)

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

a) Lavar con solucion Buffer PB. 5 minutos (Se pueden lavar en el mismo
Buffer todas las laminillas)

12.- INCUBACION DEL PRIMER ANTICUERPO

12 horas a temperatura ambiente

13.- sOLUCION DE BUFFER PB.

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 PB.

Se lavan las laminillas por separado dependiendo el anticuerpo

16.-APLICACION DE DAB al 0.05% + H,0, al 0.04% en Buffer PB.) usar
guantes

a) Ver tabla anexa

17.- SOLUCION DE BUFFER PB.

a) Lavar con solucion Buffer PB. 5 minutos (2 veces)
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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
b) OH 60 % 5 minutos
¢) OH 70 % 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 CUBREOBJETOS
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Apéndice: 2

Apendicen

Preparacion de solucion Buffer
Solucion Buffer PB.S. (0.2M, pH 7.2-7.4)
H,0, _2 litros
Fosfato de Sodio Dibasico (Na,HPO,) = 43.6 gr
Fosfato de Sodio Monobasico Monohidratado (NaH,PO,H,0) = 12.8 gr

Triton X 100= 2 ml

Diluciones del anticuerpo
200 ml de Buffer por cada laminilla

1 ml de anticuerpo por cada 300 ml de Buffer (1:300)
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Apéndice: 3

Apendicels

TECNICA DE HEMATOXILINA Y EOSINA

1.- Desparafinar

a) Colocar en estufa a 70° C (hasta que la parafina se disuelva
aproximadamente de 5 a 10 minutos).

b) Xilol ( 5 minutos)

¢) 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)

6.- Enjuagar
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Apéndice: 3

a) OH 90 % (5 minutos)
b) OH 100% (5 minutos)

¢) OH 100% (5 minutos)

/.- Aclarar
a) Xilol (5 minutos)

b) Xilol (5 minutos)

8.-Montaje
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