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1. ASPECTOS TEORICOS CIENT!FICOS.

1.1 PROBLEMA

“Las citocinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad natural y
especifica, sirven para mediar y regular las respuestas inmunitarias e inflamatorias
“(Abbas 2 edicion). Son derivadas de las celulas T y se producen en respuesta al
reconocimiento especifico de antigenos extranos, la L4 desempena una funcion
importante en las reacciones inflamatorias mediadas por IgE y eosinofilos puesto
que estimulan moléculas de adhesion vascular (VCAM-1) sobre las células
endoteliales produciendo una cantidad elevada de IL4 induciendo una reaccion
inflamatoria. El interferon Gamma promueve las reacciones inflamatorias ricas en
Th1 (Helper 1) y macrofagos, a la vez que suprimen las reacciones ricas en Th2
(Helper 2) y eosinofilos. (Abbas 2 edicion).

La elaboracibn de una cavidad produce un aumento no controlado de la
temperatura y el estimulo mecanico produce una respuesta pulpar inflamatoria con
un desplazamiento de los nucleos odontoblasticos hacia los tubulos dentinarios
como resultado del aumento de la presion pulpar y lesion en la membrana celular.
En cavidades profundas se puede llegar a lesionar directamente las
prolongaciones odontoblasticas (Marion 1991).

La biocompatibilidad de los materiales dentales para procedimientos restaurativos
es de gran importancia, pero la inconsistencia de muchos estudios en lo
concerniente a biocompatibilidad, es materia de debate en cuanto al material de
eleccion. En un estudio de cultivo celular con referencia a la capacidad citotoxica
de los cementos de londémero y otros agentes restaurativos demostréo que son
citotéxicos y que esta citotoxicidad se vio reducida después de 6 semanas.
(Investigaciones presentadas acerca del londmero de vidrio refieren estar
indicados en tratamientos de restauraciones para preservar la estructura dental y
como protectores pulpares.

El cemento de londmero de vidrio tiene Optimas caracteristicas como Actividad

mecanica, biocompatibilidad, liberacién de fltor, contraccion volumétrica y un



componente de expansion térmica similar a la del diente. (Dasilva, R.2006,
Schedle A. 1998)

Finalmente, la actividad inflamatoria de la puipa dental y la respuesta a la
colocacion de cementos como iondmero de vidrio dependera de la preparacion
cavitaria y de las variables en la restauracion realizada en presencia o ausencia

de bacterias "

Con base a lo anterior, el objetivo de esta investigacion, es determinar la
presencia de |L4 e Interferobn gamma, en pulpas de dientes humanos posterior a

la utilizacion del iondmero de vidrio como base intermedia.

1.3 IMPACTO

El proposito de este estudio es determinar la presencia de IL4 e IFN —y producidas
en el tejido pulpar humano durante los procedimientos restaurativos en
preparaciones cavitarias clase V utilizando el ionomero de vidrio como base

intermedia.

1.2 MARCO TEORICO

La pulpa dental se compone de tejido conectivo suelto revestido por paredes
rigidas de dentina. Debido a su topografia el tejido intersticial tiene baja
conformidad y limitada capacidad para ampliarse durante cambios de volumen de
liquidos. Debido a las limitaciones sobre el acceso del liquido intersticial la
habilidad limitada para expandirse puede comprometer severamente la circulacion
sobre condiciones que aumenten el volumen del fluido ocurriendo cambios
inflamatorios como hiperemia e incremento de la filtracion de fluido (Athanasia
Bletsa et al 2006), la primera reaccion vascular durante la pulpitis es la
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular (Kerezuodis et al
1993, Heyereaas et al 1994).



La pulpa dental es un tejido unico que presenta células altamente especializadas
que incluyen odontoblastos, fibroblastos, células presentadoras de antigenos,
fibras de tejido conectivo y células del sistema inmune. La pulpa contiene todos
los componentes para producir una respuesta de defensa a diferentes estimulos,
incluyendo la inflamacion pulpar. La respuesta se caracteriza por la acumulacion
de células como macréfagos y leucocitos polimorfo- nucleares, las cuales liberan
sustancias mediadoras que inducen una respuesta inflamatoria aguda en el diente.
Toda agresién a la pulpa ya sea por confeccion de cavidades, materiales dentales
o caries produce una reaccion inflamatoria e inmunitaria.

Ademas de los mediadores bien definidos de la inflamacion como los péptidos
fibrinoliticos, neuropéptidos, enzimas lisosomales, componentes del complemento
y metabolitos del acido araquidénico estan las citoquinas que son glucoproteinas
segregadas como consecuencia de la estimulacion celular con bajo peso
molecular, no estan almacenas en la célula, se producen localmente, interactian
con los receptores celulares de superficie que conducen a un cambio en ios
patrones del ARN celular y en la sintesis proteica y el comportamiento
celular.(Cohen)

Los primeros estudios acerca de las citoquinas van desde 1950 a 1970, en esta
época se descubrieron interferones antivirales, pirégenos productores de fiebre y
factores activadores de macrofagos, y a partir de los 70°s se genera una hipotesis
que las citocinas eran sintetizadas principalmente por leucocitos y actuaban
basicamente sobre otros leucocitos y por ello podrian denominarse interleuquinas,
los 80°s fue la época de oro de la investigacion de las citocinas (citoquinas).

Las citoquinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad natural y
especifica y sirven para mediar y regular las respuestas inmunitarias e
inflamatorias (Abbas).

En la inmunidad natural los lipopolisacaridos (LPS) estimulan los fagocitos
mononucleares a secretar sus citoquinas mientras que las citoquinas derivadas de
las células T se producen en respuesta al reconocimiento especifico de antigenos

extrafos. Existen 4 clases de citoquinas especificas:



1. Mediadoras de la inmunidad natural que son desencadenadas por agentes
infecciosos a partir de fagocitos mononucieares.

2. Reguladoras de la activacion, proliferacion, y diferenciacion linfocitaria que
surgen en respuesta al reconocimiento de antigenos especificos por los
linfocitos T.

3. Reguladoras de la inflamacion de origen inmunitario que activa a células
inflamatorias inespecificas en respuesta a antigenos especificos por los
linfocitos T.

4. Estimuladoras de proliferacion y diferenciacion de los leucocitos inmaduros

que son producidos por linfocitos estimulados y otras células.

El interferon gamma llamado también interferon tipo I, es una glucoproteina
homodimétrica (que contiene subunidades de aproximadamente 21 a 24 KD Lo
producen las células T cooperadoras CD4+ nativas ( THo),TH1 y casi todas las
células T CD8+, tiene varias propiedades relacionadas con la inmunorregulacion.
Es un potente activador de los fagocitos mononucleares lo que permite a los
macréfagos matar células tumorales (MAF fagocitos activadores de macrofagos),
es también un activador de células endoteliales vasculares, promoviendo la
adhesion de los linfocitos CD4+ y los cambios morfolégicos necesarios para
facilitar su extravasacion, también potencia muchas de las acciones de TNF (factor
de necrosis tumoral) sobre las células endoteliales. (Abbas)

“El efecto neto del interferon gamma es promover las reacciones inflamatorias
ricas en TH1y macréfagos'a la. \)ez que supri‘men las reaccionés‘ ricas en TH.‘Z y
eosinofilos.”(Abbas)(Bletsa 2004)

TH1 secretan células INFy-a y IL12 promueven la respuesta celular inmune e
inflamatoria contra microbios intracelulares mientras que las células TH2 secretan
IL4,1L5,IL10 e IL13,inducen IgG, IgE mediando la respuesta humoral y son
importantes para la eliminacion de grandes parasitos extracelulares; la IL2 e IL4
manejan la diferenciacion de células nativas T CD4+ hacia los efectos celulares
TH1 o TH2.(Zhinan Yin-2000), son herméticamente reguladas para que el

desarrollo de un subconjunto sea inhibido por citoquinas producidas por otras, las



citoquinas THZ,i1L4 e IL10 suprimen el desarrollo de TH1 inhibiendo la produccion
de INF gamma e IL12 limitando el crecimiento de células TH2..(Zhinan Yin-2000,
Haug, Heyeraas 2006).

La interleuguina 4 (IL4) es un miembro de las citoquinas a helicoidales, y su
receptor es una proteina de 130KD que contiene la estructura WSXWS, su
principal funcion es la regulacion de las reacciones alérgicas.

Las principales fuentes celulares de IL4 son los linfocitos T CD4+, especificamente
del subgrupo TH2, desempena también una funcion importante en las reacciones
inflamatorias mediadas por IgE y los eosinofilos, ya que estimulan la expresion de
ciertas moléculas de adhesion celular vascular (V-CAM1) sobre células
endoteliales, lo que produce mayor adhesién de los linfocitos, monocitos y
eosinofilos por lo cual las concentraciones elevadas de IL4 inducen reacciones
inflamatorias. (Abbas)

Entre las reacciones basicas que tienden a proteger la pulpa de caries,
preparaciones cavitarias, materiales dentales, estan las reacciones inflamatorias
e inmunitarias, la respuesta de la pulpa a la preparacion cavitaria depende de
muchos factores ,entre ellos se incluyen las de tipo térmico, producidas por el
calor de friccion, la transeccion de los procesos de odontoblastos, la vibracion, la
desecacion de la dentina, la exposicion pulpar, el barrillo dentinario, el grosor de la
dentina remanente y el grabado acido. Los materiales irritantes o tdéxicos producen
Una respuesta pulpar incrementando o disminuyendo el flujo de sangre, los
metabolitos bacterianos también pueden generar una reaccion inflamatoria en
presencia de caries. (Coheh) :

La elaboraciéon de una cavidad produce un aumento no controlado de la
temperatura pulpar y el estimulo mecanico produce una respuesta inflamatoria con
un desplazamiento de los nucleos odontoblasticos hacia los tubulos dentinarios
como resultado del aumento de la presion pulpar y la lesién de la membrana
celular. Algunas investigaciones han demostrado que la injuria pulpar generada
durante la preparacion cavitaria y la restauracion esta determinada por la
velocidad de rotacion de la fresa (Hatton 1994). En cavidades profundas se puede

llegar a lesionar directamente las prolongaciones odontoblasticas (Marion 1991).



A nivel del canal radicuiar los odontoblastos se encuentran ampliamente
distribuidos con grandes espacios interceiulares y gran cantidad de material fibrilar
(Marion 1991).

La lesion pulpar se vuelve mas grave a medida que la preparacion se profundiza
debido a que el corte de las prolongaciones odontoblasticas es capaz de causar
dano a los odontoblastos. Se ha demostrado en estudios histologicos que un
espesor de dentina remanente mayor a 2mm no produce ninguna o muy poca
respuesta pulpar. (Stanley 1959). Una reduccion de tejido, cerca de la unién
dentina-esmalte, tiene como respuesta probable una leve irritacion, sin influencia
clinica. (Mezzomo 2006).

Realizando un analisis morfométrico de odontoblastos humanos, se encontré que
el numero total de estas células en la pulpa disminuye a medida que se reduce el
grosor de la dentina remanente luego de preparaciones cavitarias clase V. El
promedio en el numero de odontoblastos en una cavidad con dentina remanente
menor a 0.25 mm es 23% menos que con un grosor de dentina entre 0.25 y 0.5
mm, observandose leve actividad inflamatoria (About 2001) y ninguna alteraciéon
en el numero de odontoblastos en cavidades que mantienen por lo menos 0.5 mm
de dentina remanente. (Murray 2000).

El Corte de los tubulos dentarios o las prolongaciones odontoblasticas, origina
cambios en el protoplasma lesionado, que a su vez causa la salida del liquido. El
movimiento de liquidos desplaza el nucleo odontoblastico al interior de los tubulos
dentinarios mediante una accion capilar. (Brannstrom 1963).

Cuando se examina histolégica'mente la :bulp'a dental después de una operacion,
como el corte dentinario, la capa odontoblastica, subyacente a la preparacion
muestra cambios caracteristicos que pueden atribuirse al exudado liquido que
incluyen: desplazamiento de los nucleos odontoblasticos, alteracion de la
membrana pulpo-dentaria y diferentes grados de inflamacion pulpar. (Peyton
1999).

En cavidades profundas donde el espesor remanente dentinario entre la cavidad y
la camara pulpar es muy delgado (1.0 mm), el adhesivo fluye a través de los

tubulos dentinarios hasta penetrar a la pulpa causando una reaccion inflamatoria



cronica con dilatacion vascular, zonas de necrosis, y nula formacion del puente
dentinario. Este proceso es asintomatico con ausencia de signos patologicos
radiograficos (Espinosa 2006).

La biocompatibilidad de los materiales dentales es para el Odontologo y el
especialista de gran importancia, pero la inconsistencia de muchos estudios en lo
concerniente a biocompatibilidad es materia de debate sobre cual material es el
ideal para realizar un procedimiento restaurativo. Un estudio de cultivo celular con
referencia a la capacidad citotéxica de los cementos de lonémero de vidrio y otros
agentes restaurativos demostré que son citotoxicos pero que esta citotoxicidad se
reducia después de 6 semanas (Andreas schedle 1999).

El cemento de londmero de vidrio tiene 6ptimas caracteri.sticas como actividad
mecanica, biocompatibilidad, liberaciéon de fltor lo que lo convierte en un material
anticariogénico. Contracciéon volumétrica y un componente de expansion térmico
similar a la del diente. (Dasilva, R.2006, Schedle A. 1998) mirar Los cementos de
ionébmero de vidrio fueron descritos por primera vez por Wilson y Kent en
Inglaterra en 1972, quienes investigaron la reaccion de fraguado de un polvo de
vidrio alimino silicato y la solucién de un acido poliacrilico. (Wilson, A.; Kent, B;
1972, Haruyuki 1979). Posteriormente fueron desarrollados para su uso clinico por
Mc Lean y Wilson en 1974. Tenian como objetivo la combinacion de las
propiedades positivas de los cementos de silicato, de las resinas compuestas y de
los cementos de Policarboxilato. (Mc Lean, J.; Wilson, A; 1974). Al producto
original se le dio el nombre de ASPA (AIuminio-Silicato—P‘oliacr’;ﬂaio), en el cual
ciertamente se combinaron todés las propiedades mencionadas anteriormente.
Kent y cols, en 1973, reportaron los resultados de un estudio "in vitro" de un
ASPA, corroborando todo lo antes mencionado. (Kent, B.; Lewis, B.; Nilson, A;
1973).

El primer ionémero de vidrio restaurador estéticamente aceptado fue el Fuji lI®, el
cual presentd mejores propiedades fisicas que los materiales anteriores. (Albers,
H 1988) Posteriormente los cementos de iondmero de vidrio experimentaron el
mayor cambio en su evolucion: se sumaron componentes que experimentaron su

polimerizacién mediante la luz. (Albers, H; 1988).De estos el primer producto en



aparecer en el mercado fue el Vitrebond ® de la casa dental 3M, en cuya
formulacion probablemente contenga cristales de estroncio, capaces de liberar
flior y un liquido, que es una solucion acuosa del acido poliacrilico. Al liquido se le
anade 2 hidroxietil metacrilato (HEMA). (Mc Lean, J.: 1992)

La modificacion mas importante de los cementos de iondmero de vidrio, ha sido la
incorporacion de componentes resinosos, dando paso asi a los nuevos ionomeros
de vidrio modificados con resina los cuales fueron introducidos en el mercado
entre los anos 1993 y 1994, pudiendo ser utilizados como materiales de
restauracion definitiva. Estas y otras modificaciones a través de los anos han
mejorado sus caracteristicas de manipulacién y sus propiedades fisicas. (Albers,
H; 1988). Entre estos productos se mencionan el Variglass ®, el Fuji Il L.C ®, de la
G.C Corporation y el Vitremer ® de la casa dental 3M.

Mucho se ha discutido sobre las ventajas y desventajas de este material, debido a
que presenta adhesion al tejido dentario pero a su vez no presenta muy buenas
caracteristicas mecanicas si es comparado con otros materiales de obturacion,
como la resina o la amalgama. (Mc Lean, J.; Wilson, A; 1974).Su composicion
quimica esta formada por acido poliacrilico entre el 30 y el 50% con otros aditivos
como el acido itacoénico para potenciar algunas propiedades o copolimeros de
liquidos acrilicos. Algunos contienen acido tartarico o maleico, que actuan como
agentes aceleradores o endurecedores y/o acido vinil fosférico. Estos poliacidos
de alto peso molecular muestran buena afinidad con el 6rgano dentino pulpar.
(Torres Jaime.2001), El quu_ido, aungue no es una evidencia demostrada, tiene la
capacidad de mostrar enlaces de hidrégeno con el colageno y con el calcio. El
polvo, es un vidrio de alumino-silicato y otros componentes que mejoran sus
caracteristicas, con una féormula de vidrio de fluoruro-alumino-silicato de calcio.
Dentro de sus propiedades fisicas el médulo flexural es similar a la dentina al
igual que el coeficiente de expansion térmica que es comparable al de la
estructura del diente. La resistencia compresiva aumenta con el envejecimiento de
la restauracion debido a la incorporacion de iones dentro de la matriz y de la
cadena cruzada de estas. A pesar que la resistencia de un ion a la dentina (2 a 3

Mpa), es mucho mas baja que las resinas, los estudios clinicos han demostrado



que su retencion en areas de erosion cervical es considerablemente mejor que las
resinas. Sus ventajas mas sobresalientes son: Liberacion de flior, efecto
anticariogénico, afinidad ccn el susirato dentario, mayor adhesiéon potencial a los
tejidos dentarios, baja reaccion exotérmica, no presentan contraccion de
polimerizacion, no contienen mondémero libre, estabilidad dimensional en humedad
relativamente alta.

El ionémero de vidrio ha demostrado presentar buenas caracteristicas de
adhesion debido a la quelacion que forma con los iones de calcio de la estructura
dentaria y por ende haciendo una union quimica con éste. (Guzman H, 1999).La
capacidad de adhesion y de liberacion del flior permitié su amplia utilizacion como
base, sellador, material para muiones o cavidades clase Il o V, tratamientos
endodonticos, cemento de restauraciones rigidas o bandas ortodoncicas.

El cemento de vidrio iondmero es hiocompatible con el complejo dentino-pulpar, lo
que significa que es bien tolerable y produce pocos dafos al tejido pulpar por las
siguientes razones: a) Los acidos poliacrilicos son mucho mas deébiles que el
acido fosférico o sea que los iones COOH son menos toxicos que los iones H del
acido fosforico. b) El acido poliacrilico tiene mayor peso molecular, lo que limita su
difusion en el interior de los tiibulos dentinarios. (Torres Jaime.2001) se utilizan
como liners, base intermedia, reconstructor de munones, material restaurativo,
material cementante. Mientras que algunos de estos materiales son considerados
de doble curado, materiales tales como el Fuji Il LC ®, y el Vitremer®, tienen una
reaccion de polimerizacion tricurada. (Vaikuntam, J.:1997)

Se han realizado estudios comparando la Microfiltracion de varios materiales de
obturacién temporal dentro de los cuales han evaluado el Cavit, Cavit G, TERM,
fosfato de zinc, Policarboxilato, IRM y ionomero de virio, utilizando una técnica de
filtracion de fluidos, encontrando que los valores de Microfiltracidn para el Cavit,
Cavit G, el IRM, el TERM y los cementos de ionomero de vidrio todos dan un

excelente selle contra la Microfiltracion. (Turner J. 1990)



1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GENERAL
Cuantificar la presencia de interleuquina 4 (IL-4) e interferon gamma (IFN y) en el
tejido pulpar humano para observar la respuesta inflamatoria luego de la

utilizacion del iondbmero de vidrio como base intermedia en cavidades clase V.

1.6 HIPOTESIS

1.6.1 HIPOTESIS NULA
No existe un aumento en la expresion de citoquinas en tejido pulpar de dientes

humanos utilizando londmero de vidrio como base intermedia.

1.6.2 HIPOTESIS ALTERNATIVA
Existe un aumento en la expresion de citoquinas en tejido pulpar de dientes

humanos utilizando iondmero de vidrio como base intermedia.
2. ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 TIPO DE ESTUDIO

Ensayo clinico controlado aleatorio ciego

2.2 POBLACION

22 dientes premolares con exodoncias indicadas con fines ortodonticos de la

institucion Universitaria Colegios de Colombia
2.3 CRITERIOS DE SELECCION

2.3.1 Criterios de Inclusion
e Dientes humanos de pacientes donadores en un rango de edad entre 14 y

25 anos.



s« Caracteristicas especificas clinicas y radiograficas de los dientes: sanos y

apices cerrados.

e Dientes sanos sin ningun tipo de restauracion

2.3.2 Criterios de Exclusion

+ Pacientes sistémicamente comprometido

2.4 MUESTREO-MUESTRA

Muestreo por conveniencia. se realizo la distribucion de los dientes en cada

grupo por aleatorizacion.

+  Grupo 1 experimental: 11 primeros premolares superiores e inferiores con

cavidad clase V, utilizando londmero de vidrio como base intermedia

«  Grupo 2 control: 11

contralateral con cavidad clase v.

2.5 VARIABLES

primeros premolares superiores e inferiores diente

L ) L Escala de |
Variable Definicion Operacionalizacion .
medicion
~ Liberacion de | Respuesta celular _ _
) ] _ Porcentaje Discreta
citoquinas ante un estimulo
B - Sl (E;posicién al tratamiento o
Exposicion al Reaccion pulpar
y 5 con V)
tratamiento con | ante la colocacion .
; Nominal
lonomero de del lonbmero de .
NO ( exposicion al
Vidrie Hidrio, tratamiento con V)
Profundidad de Estandarnzadaa Longitud mm Discreta
la cavidad 2mm g
Edad 14-25 Numero de Afos cumplidos Discreta




INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

. _ - - ) - | Exposicién al tratamiento con
' Liberacion de citoquinas

ionomero de vidrio

|
l::""'I"LTI‘%"""” | INFg% | sl _I“_ - No ’ ’]

2.6 PROCEDIMIENTO

Inicialmente se solicitd autorizacion por escrito de los pacientes para utilizar los
dientes extraidos como elementos para investigacion. Previo a realizacién del
estudio fue importante establecer la estandarizacién de todos los procedimiento
para toma de muestras, la estandarizacion del operador se realizo
confeccionando la apertura de cavidades en premolares extraidos tomando en
consideracion radiografia, profundidad de la cavidad ( 2X3mm), concordancia y
precision en cada una de ellas, la proximidad a pulpa dental, la habilidad del
operador y el tiempo utilizado para el disefio de la cavidad (Indice de Kappa); se
tomaron radiografias previas a 70 dientes , inicialmente seleccionaron 35 dientes
divididos en 7 grupos de 5 dientes, posteriormente siete operadores realizaron
cav:dades Clase [, con una pneza de alta velocidad de triple irrigacion Cavo.
utilizando fresas redondas de diamante # 2 con una profundldad de 2mmy fresa
# 3 con una profundidad de 3mm , corroborando clinicamente y radiograficamente
la profundidad con una sonda periodontal, se tomaron los 35 dientes restantes vy
se realizo el mismo procedimiento con cavidades clase V, de acuerdo a la
observacion clinica y radiografica se determind que por su proximidad a la pulpa
dental sin depender de la anatomia oclusal que es dependiente de la posicion de

los cuernos pulpares, siendo la cavidad clase V mas apropiada para el estudio.

Después de haber realizado las cavidades los dientes fueron enumerados, Se

procedio a la seleccion del operador por lo cual un observador ajeno al estudio y



el director cientifico con experiencia y habilidad clinica evaluaron las cavidades
desconociendo el orden de los operadores. Después de la observacion clinica y
radiografica realizaron mediciones y comparaciones radiograficas respectivas,
eligiendo el operador que acercaba al tamano, forma, y profundidad de la

preparacion cavitaria y colocacion del lonémero de vidrio.

Posteriormente se procedié a la calibracion del operador para la diseccion del
diente para la extraccion de la pulpa, para esto se utilizaron los 35 dientes con
cavidad clase V , teniendo en cuenta la habilidad y el tiempo minimo requerido

para la diseccién del mismo.

Se selecciono el operador que realizo las exodoncias por su alta experiencia,

habilidad y conocimiento.

Prueba Piloto Determinante en el procedimiento a sequir y que define la

metodologia a realizar

Previa extraccion de los dientes se obtuvo consentimiento informado de los
pacientes. El estudio experimental fue aprobado por el comité de ética institucional
y de acuerdo a la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia

fue clasificada sin riesgo.

Preparacioén de la muestra

Inicialmente se'tom.o una radiografia periapical para determinar que no existiera
ninguna patosis apical y presencia de caries, se utilizo anestesia sin
vasoconstrictor pricanest 3% felipresina a nivel del nervio mentonero derecho e
izquierdo; se realizo aislamiento del campo operatorio y se procedi6 a realizar una
cavidad clase V con una fresa No.2 utilizando una pieza de mano de alta
velocidad de triple irrigacion (Kavo), con dimensiones de 2mm de profundidad y
3mm de ancho verificada con una sonda periodontal en ambos grupos, se coloco
lonomero de Vidrio tipo IV (Voco) en la cavidad del diente experimental, se espero
10 minutos y posteriormente se realizo la Exodoncia. En el diente control se

realiza el mismo procedimiento sin ionédmero de vidrio.



Procesamiento de la muestra

Obtenida la muestra se secciona el diente siguiendo el eje axial con fresa zecrya,
el tejido puipar expuesto se retira con cucharilla de black No. 5 y se coloca en el
medio de transporte TransFix. Posteriormente se realizo la disgregacion de la
pulpa con mango de bisturi y hoja No. 15 en caja de petri, recolectando la
muestra disgregada a 1 ml vy transfiiéndola al medicons (Consul TS,
Orbassano, ltaly), para continuar la disgregacion mecanicamente en el

Medimachine (Consul TS, Orbassano, Italy) en 2 ciclos cada uno de 1 min.

Se recolectaron las células ya disgregadas por centrifugacion, se re-suspéndieron
en 300 pl de solucion fijadora (eBioscience); este volumen fue alicuetiado en 3
tubos de polipropileno 12x75 (100 pl por tubo), de la siguiente manera; tubo 1:
células sin marcar; tubo 2: control isotipo; tubo 3: Anti FITC IL-4 y Anti PE INF-g.
Se incubaron los tubos en esta solucién por 20 min. a temperatura ambiente,
posteriormente a los tubos 2 y 3 se les retiro el sobrenadante y se les adiciono
solucién de permeabilizacion (1:10, eBioscience), durante 5 min. Incubandolos a

temperatura ambiente.

Se recolectaron por centrifugacién y se adiciond nuevamente a cada tubo 100 pl
de la misma solucion y se procedié a marcar con los fluorocromos; al tubo 2 se le
adiciono 3 pl de los isotipos control IgG-FITC e IgG PE, mientras que al tubo 3 se
le agrego 3 de Anti FITC IL-4 y 2 pl de Anti PE INF-g.’-'Igua_lmente a.los tres
tubos se les adiciono 7AAD para determinar la viabilidad celulér de la muestra,
estos tubos se incubaron 20 min. a temperatﬂra ambiente y en cuarto oscuro; se
realizo la lectura en el Citometro de flujo (CyAN ADP 2 laser, 7 colores — Dako

technologies) de los 3 tubos por diente (con ionémero y sin ionémero).

1. Se prepara las células de interés 100ml muestra
2. fijar las células 1ml de fijacion e incubar T.A x 20M SIN LUZ.

3. 1ml de bufffer permeabilizacion durante 5 min, se retira sobrenadante



=

1m! de bufffer permeabilizacion durante 5 min, se retira sobrenadante

&2}

. Se re-suspende las células en 100ul de buffer permeabilizacion

o

Diluir la concentracion o6ptima del fluorocromo en 20 ul de buffer de

permeabilizacion

B

adicionar la cantidad apropiada al tubo (20ml) ,Mezclar
incubar a TEMPERATURA AMBIENTE oscuridad por 20min

o

9. Adicionar 1 ml de buffer permeabilizacion
Se centrifuga durante 5 min. y se elimina el sobrenadante
10. se re- suspende el pellet en 0.5 ml de buffer de citometria

11. Analisis de muestra en el Citobmetro
INSTRUMENTO PARA RECOLECCION DE DATOS
FICHA TECNICA

1. Dividir la muestra en 3 tubos:

a) Muestra sin marcar.

b) Muestra + isotipos

c) Muestra + ACS

2. Fijar la muestra con 10 ml de solucion sin fijacion solo a los tubos 2 y 3.
3. Incubar 20 min a oscuridad; temperatura ambiente.

4. Adicionar 1 ml de solucion de permeabilizacion.

5. Cen-trifugue 5 min, 250 rpm

6. Retire el “sbrite”

7. Resuspenda en 100 ul de solucion de permeabilizacion.
8. Adicionar fluorocromos asi:

a) IL-4 ---10 ml Isotipo IL-4 --- 10 ml

b) IN-F --- 10 ml Isotipo INF --- 10 mli

9. Incube 20 minutos. Temperatura ambiente.

10.7?7? Paso adicional:

a) Agregar 1 ml de solucién de permeabilizacion



a) Centrifugar 5 minutos, 2500 rpm
b) Descartar
Agregar 500 ml de PBS.

2. Encienda el aire acondicionado.
Encienda el citometro
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R3 846 92.66 38.56 R4 862 94.41 39.29
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R1 %7 47.01 47.01 R2 43 4.45 2.09
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IL-4 APC Log Comp IFN-gC PE-Cy7 Log Comp
Region |  Count| %Hist|  %Al| Regon| Count| %Hist]  %al|
Total 967 100.00 47.01 Total 97 100.00 47.01
R3 711 73.53 34.56 R4 932 96.38 45.31
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R1 642 28.80 28.80 RZ 52 8.10 2.33
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R3 521 81.15 23.37 R4 588 91.59 26.38
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104 104
103 103
§102' R3 ;8:102-
]
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iL-4 APC Log Comp IFN-gC PE-Cy7 Log Comp
Region |  Count | % Hist | % Al | Region |  Count | % Hist | % Al |
Total 755 100.00 35.85 Total 755 100.00 35.85
R3 25 331 1.19 R4 684 90.60 32.48

2.7 PROCESAMIENTO Y ANALISIS

Los datos fueron tabulados en Excel versién 2007, se procesaron en SPSS
versién 16. El andlisis estadistico se realizo mediante prueba T- Student para

datos pareados. p<0.005 y con coeficiente de correlacién y concordancia (CCC)



Tabla 1. Estadisticos de muestras

relacionadas
Desviacion |Error tip. de
Media N tip. la media
Par 1 1L.-4 Control 43.6 9 28.9 9.6
IL-4 Casos 514 9 32.0 10.6
Par 2 IFN-g Control | 44.8 9 39.2 13.0
IFN-g Casos 51.1 9 38.6 12.8

Tabla 2. Correlaciones de muestras
relacionadas

N | Correlacion (r) | Sig.

Par 1 IL-4 Control y IL-4 Casos 9 0.80 0.009

Par 2 IFN-g Control y IFN-g Casos | 9 0.90 0.001

Tabla 3 Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de
confianza para la

Error tip. . :
Desviacion| de la diferencia Sig.
Media tip. media | Inferior | Superior | t | gl |[(bilateral)
Par 1" IL-4 Control Al Ll ek o
o OOl 74 | 191 63 | 224 | 72 [41|8]| 02
IL-4 Casos ’
Par2 IFN-gC |
o gGontroll - g5 | 1722 57 | -195| 69 [-10/8]| 03
IFN-g Casos




2.8 IMPLICACIONES ETICAS

Fue sometido al comité institucional de ética para evaluar el consentimiento
informado clasificado como sin riesgo, segun la categoria de riesgo establecida en

el articulo 11 de la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

3.0 RESULTADOS

Luego de analizar los resultados obtenidos por el citometro de flujo se observo una
variabilidad positiva o negativa en los grupos' de estudio,. presentando una
tendencia a disminuir del grupo experimental de IL-4 de

-7.4 con un intervalo de confianza IC=95% (-22.1 a 7.2). En las figura 1a y 1b se
observo que al comparar los promedios de liberacion de IL-4 entre casos
(51.1+38) y controles (43.6+28) no hay diferencia estadisticamente significativa
(p=NS), con una correlacion de r=0.80 y un CCC=0.002

La variabilidad positiva y negativa en el grupo de IFN-y presento una tendencia a
disminuir del grupo experimental de -6.2 con un intervalo de confianza IC= 95% (-
19.5 a 6.9). En la figura 2a y 2b se observo que al comparar los promedios de
liberacion de IFN-y entre casos (51.1+32) y controles (44.8+£39) no hay diferencia
estqdisticamente_significati_va (p=NS). con una correlacion de.,Q.90 y un CCC=

0.008.

No existe un aumento en la expresion de citoquinas en el tejido pulpar de dientes
utilizando el lonémero de vidrio como base intermedia. La |IL-4 presenta menos
variacion y dispersion en los valores obtenidos en los resultados.

No existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de casos y
controles en la liberacion de citoquinas IL-4 e IFN-y. El ionémero de vidrio puede
ser utilizado como base intermedia por sus bajos niveles de citotoxicidad

demostrados en este estudio.
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Figura 1a. Valores promedio Interleuquina 4 en casos y controles
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Figura 1b. Correlacion de muestras relacionadas entre IL4 casos y controles
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Figura 2a. Valores promedio interferon gamma en casos y controles

Figura 2b. Correlacion de muestras relacionadas entre interferon gamma casos y controles
4.0 DISCUSION

La presencia de mdltiples citoquinas inflamatorias  en pulpas humanas fue
observada debido a la injuria pulpar presente por el paso de las bacterias
(Estreptococo Mutans) a través de los tdbulos dentinales, mostrando la
presencia



de interferon gamma {27%) e iL4( 19%) obtenidas en cavidades con caries poco

profundas. (Chin Lo Chahn 2000).

Plant et al. (1984) encontraron reacciones inflamatorias pulpares leves y afirmaron
que hay una fuerte relacion entre los niveles de inflamacion pulpar con la

infiltracion de bacterias, y es mas intensa cuando estan mas cerca a la pulpa.

El ionédmero de vidrio tiene un potencial de toxicidad pulpar cuando es colocado
sobre la dentina intacta, demostrando un bajo potencial toxico en tales
circunstancias. Los ionémeros de vidrio no parecen ser materiales deseables para
la colocacion directa sobre el tejido pulpar. Se recomienda la colocacion de

hidréxido de calcio como protector pulpar. (W.R. Hume and G.J. Mount 1988).

Sidhu y Watson (1995) mencionaron que los iondmero de vidrio con una pequena
adicion de resina como hidroxi etil metacrilato (HEMA) contiene grupos no
saturados lo cual los hacen carecer de biocompatibilidad e histopatologicamente
producen reacciones pulpares poco aceptables. Jontell et al. (1995) respecto a la
citotoxicidad de los componentes resinosos, afirmaron que es la acidez de los

materiales la que contribuye para el efecto citopatico de los mismos.

Experiencias in vivo realizadas por Costa y col 1996 , Tarim y col 1988
demostraron que iondmeros de vidrio aplicados en cavidades profundas clase V
de ratas y macacos respectivamente en periodos de experimentacion cortos (3 a7
dias) originan reaccién inflamatoria leve ,proceso que fue resuelto a través de los
periodos experimentales intermedio y largo; razones por las cuales puede decirse
que tiene una aceptable compatibilidad bioldgica siendo irritantes leves para el

complejo pulpo-dentinal.

Resultados similares en premolares humanos fueron encontrados por About y col
(2001), encontrando una respuesta pulpar de leve a moderada. Del mismo modo

Cooper IR (1980) observo que el ionomero de vidrio causa reacciones



inflamatorias intensas en periodos cortos (mas o menocs 16 dias) en su mayoria

resueltos en periodos de experimentacion largos.

Holand Jr. Et al. (1978). En un estudio realizado en perros, se encontro que el
iondmero de vidrio presento una respuesta leve en un periodo experimental largo
(180 dias). Mientras que Tobias et al. (1978) encontro presencia de respuesta
inflamatoria durante un periodo experimental corto (14 dias), en tanto que el
periodo experimenta intermedio (28 dias) en la mayoria de los especimenes (3 de
9), el proceso inflamatorio fue camino a la resolucion, y en el periodo experimental

largo (1 ano) el proceso se detuvo.

Un estudio previo demostré que no hay una diferencia estadisticamente
significativa en la liberacion de IL-6 e IL-8 al utilizar el ionomero de vidrio como
base intermedia (Mejia Jr, 2008). Es importante aclarar que las preparaciones
cavilarias fueron estandarizadas, sin embargo no se valoré el grosor de remanente
dentinal de las muestras debido a la utilizacién de radiografias que nos permiten
una vista VL, este factor puede producir efectos en los hallazgos emitidos en este
estudio. Se recomienda la utilizacion de microtomografia computarizada para

estudios posteriores.

Se presentaron eventos criticos en dos de las muestras debido a un retardo en el
tiempo de evaluacion de estas, lo cual produjo disminucién en la supervivencia
celular, mostrando una elevacion en los niveles de IL-4 e IFN-y relacionado
posiblemente a la respuesta del sistema inmunolégico de cada paciente, donde es
posible un aumento o disminucion en la liberacién de citoquinas como mecanismo

de respuesta celular.

5.0 CONCLUSIONES

El comportamiento del ionomero de vidrio al ser utilizado como base intermedia

demostro  proteccion pulpar y menor irritabilidad del tejido de acuerdo al



comportamiento variable observado en la liberacion de IL-4 e IFN-y como

respuesta pulpar.

lLa liberacion de IL-4 e IFN-y evaluada al colocar ionomero de vidrio durante este
estudio no mostré diferencias estadisticamente significativas entre grupos
experimentales y grupo control, por lo que se recomienda su utilizacion como base

intermedia en cavidades clase V no mayores a 2mm de profundidad.

6.0 RECOMENDACIONES

Los investigadores recomiendan realizar estudios donde el tiempo de exposicion
del ionébmero de vidrio sobre la pulpa dental sea mas prolongado determinando los

niveles de liberacion de la IL-4 e IFN-y.

Llevando a cabo la misma metodologia aplicada en este estudio valorar en futuras
investigaciones la liberacion de Interleuquinas en cavidades clase | y clase Il y en

distintos grupos etareos.

Realizar estudios con grupos comparativos en dientes con pulpas sanas y con

compromiso pulpar.

Se recomienda incluir la variable en cuanto al remanente dentinal que no puede
ser obtenido radiograficamente, por lo cual se sugiere la utilizacion de

microtomografia computarizada.
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COLEGIO ODONTOLOGICO COLOMBIANO
POSTGRADO ENDODONCIA

El Colegio Odontolégico Colombiano realizara en pulpas dentales humanas en
pacientes a los que por requerimientos ortodonticos solicitan exodoncias de
premolares el objetivo es determinar la liberacion de citoquinas después de

colocar una base intermedia a base de londmero de vidrio.

Para la toma de los datos necesarios en esta investigacion, se le realizara a cada
paciente un examen odontolégico que durara aproximadamente 30 minutos, con
instrumental odontoldégico estéril, utilizando anestesia sin vasoconstrictor para
realizar cavidad con fresa redonda segun (estandar) De diamante, después se

coloca lonomero de vidrio y pasados 10 minutos se realiza la exodoncia:

1. Recopilacion de datos del paciente y autorizacion para procedimiento, firma

consentimiento informado.

2z, Toma radiografia inicial.

£ Anestesia sin vaso constrictor colocada con aguja corta técnica infiitrativa.
4. Apertura de la cavidad con fresa redonda cavidad clase |.

B, Secar cavidad con gasa.

6. Colocar lonémero de vidrio

7 Esperar 10 minutos

8. Realizar exodoncia

9. Al diente al que se le realiza la exodoncia es trasportado en un medio ideal

para preservar la vitalidad de la pulpa, el trasporte se realiza en el menor tiempo
posible, el procedimiento es seccionar el diente con una fresa zecrya para retirar el
tejido pulpar completo, colocarlo con los reactivos y procesarlos en en micro

machin después es pasado por el clitdmetro de flujo para realizar la lectura.

La participacion en este estudio es voluntaria teniendo en cuenta la aceptacion vy

aprobacion firmando el consentimiento informado, la no participacion no traera



ninguna consecuencia para usted. Puede negarse a firmar este consentimiento y
puede retirarse del estudio en cualquier momento, si asi lo considera necesario.
No se ofrece ninguna compensacion por participar en el estudio. El presente
estudio de acuerdo al articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993 expedida por el
Ministerio de Proteccion esta clasificado como una Investigacion con riesgo

minimo.

Esta investigacion sera realizada por profesionales calificados y especialistas, el
Director del proyecto es el Dr. Victor Javier Chamorro Micolta y los investigadores
examinadores seran: Dr. Helbert Carrefio, Dra. Luisa Puerto, Dra. Angelica Rivera

y Dra. Oriana Rojas.

Cualquier informacion adicional acerca de los derechos de los participantes y de
la investigacion sera resuelta antes de firmar el consentimiento por el Dr. Victor
Javier Chamorro Micolta personalmente o en el teléfono 310 242 2530 o en el e-

mail victorjavier.chamorro@gmail.com.

He comprendido que participar en esta investigacion no representa ningun riesgo
o peligro para mi, ni para ninguna otra persona. Entiendo que toda la informacion
es estrictamente  CONFIDENCIAL y sera utilizada para cumplir objetivos
académicos y cientificos, que traerd& como beneficio un resumen de la

investigacion y adicionalmente un beneficio para la comunidad.

Yo identificada con Cédula

Numero de lei los objetivos vy el

procedimiento descrito anteriormente y voluntariamente doy el consentimiento

para que mi hijo participe en este

estudio.

Firma de Tutor legal o familiar:

Nombre:
C.C: de

Parentesco:

Huella digital del tutor legal o familiar


mailto:victorjavier.chamorro@gmail.com

Direccion: B Municipio

Teléfono:

Firma del Director del proyecto:

Nombre:

Registro: C.C: de

Firma del testigo:

Nombre del testigo:

GG de

Direccion: ) Municipio

Teléfono:




