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RESUMEN
Contexto: £l londémero de vidrio es utilizado rutinariamente en ia practica

clinica como base intermedia. El conocimiento claro de la respuesta biolégica pulpar a éste materal es atil
para prevenir injurias al complejo pulpo-dentinal.Objetivo: Determinar la presencia de citoquinas
proinflamatorias, Il.-4 e IFN-y, en pulpas dentales humanas expuestas al tratamiento con ionémero de vidno
como base intermedia. Materiales y métodos: Ensayo clinico, controlado, aleatorizado, ciego, paralelo en 22
dientes de 11 pacientes, entre 14 y 25 aiios, distribuidos en grupo experimental y control. Criterios de
inclusion: dientes premolares sanos, con apices cerrados, para exodoncia con fines ortodonticos con
exclusion de pacientes sistémicamente comprometidos. Se evaluaron valores de liberacion de IL- 4 e IFN-y, a
la exposicion durante el tratamiento con ionémero de vidrio, observando la presencia de las interleuquinas
mediante citometria de flujo con isotipos especificos marcados con fluorocromo. Resultados: En las 22
pulpas, se observé un promedio de liberacion de Il.-4 en el grupo experimental (51.1£38), en los controles
(43.6128); el IFN-y en el grupo experimental (51.1+32) y en los controles (44.8x39), la aplicacion de
lonémero de vidrio como base intermedia no incrementé la presencia de citoquinas, y hubo una correlacion
en IL-4 entre casosy controles (r=0,80) e IFN-y entre casos y controles (r=0.90) Conclusiones: se observo
en las 22 pulpas estudiadas que no existe diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, la
liberacion de IL-4 e IFN- y no aumento al aplicar el ionémero de vidrio como base intermedia.

Palabras claves: pulpa dental. Interleugina-4, interferon gamma, inflamacion, ionomero de vidrio, citotoxicidad

ABSTRACT

Objectives: To determine proinflammatory cytokines release IL-4 and INF-y in human dental pulps
exposed to the treatment with glass icnomer as a liner. Materials and methods: Randomized
controlied blind clinical trial in 22 extracted teeth of 11 patients from the Graduate Orthodontics and
Orthopedics Clinic. Inclusion criteria: subjects aged between 14 and 25 years, with heaithy
premolar teeth, closed apexes, which needed extractions for orthodontic purposes. Systemically
compromised patients were excluded. The variables were interleukin release values, exposure (o
treatment with glass ionomer, Teeth were randomly assigned to experimental and control groups,
11 for each group. The presence of interleukin was observed by means of flow cytometry with
fluorochrome marked specific isotypes. Resuits: In the 22 pulps average IL-4 liberation was
observed in the experimental group (51.1+38), and in controls (43.6£28.). INF-y in the experimental
group (51.1432) and in conirols (44.8+39).  The application of glass ionomer as a liner didn't
increase the presence of cytokines. There was a correlation in IL-4 and INF-y between the case
and the control (r=0.80) and (r=0.90) respectively. Conclusions: In the present study there were no
significant statistically differences between the groups. The IL-4 and IFN-y release did not increase
by the glass ionomer application as an intermediate base.
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INTRODUCCION

La pulpa dental es un tejido Unico que
presenta células altamente especializadas
que incluyen odontoblastos, fibroblastos,
células presentadoras de antigenos, fibras de
tejido conectuvo y células del sistema
inmune'®. La pulpa contiene todos los
componentes para producir una respuesta de
defensa a diferentes estimulos, incluyendo la
inflamacion pulpa|24. La respuesta se
caracteriza por la acumulacién de células
como macrofagos y leucocitos polimorfo-
nucleares, las cuales liberan sustancias
mediadoras que inducen una respuesta
inflamatoria aguda en el diente "’

La elaboraciéon de una cavidad como objetivo
terapéutico durante un  procedimiento
restaurativo 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
dentinales como resultado del aumento en la
presion pulpar y lesion en la membrana
celular. En cavidades profundas se puede
llegar a lesionar directamente las
prolongaciones odontoblasticas '®

La lesion pulpar se vuelve mas grave a
medida que la preparacién se profundiza
debido a que el corte de las prolongaciones
odontoblasticas es capaz de causar dafio a
los odontoblastos. Se ha demostrado en
estudios histoldégicos que un espesor de
dentina remanente mayor a 2mm no produce
ninguna o muy poca respuesta pulpar

Una reduccion de tejido, cerca de la union
dentina-esmalte, tiene como respuesta
probable una leve irritacién, sin influencia
clinica *.

About y col. realizando un analisis
morfométrico de odontoblastos humanos,
encontr6é 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 nimero de odontoblastos
en una cavidad con dentina remanente
menor a 0.25 mm es 23% menos que con un
grosor de dentina entre 025 y 0.5 mm,
observandose leve actividad inflamatoria.
Otros estudios han reportado que en

cavidades con un remanente dentinal de 0.5
mm no se presenta nmguna alteracion en el
numero de odontoblastos '

Al realizar una cavidad se produce una
reaccion mecanica cortando los tubulos
dentinarios originando cambios en el
protoplasma lesionado, que a su vez causa la
salida del liquido, lo que puede llegar a
producir una respuesta inflamatoria pulpar 4

Las citoquinas se producen durante las
fases efectoras de la inmunidad natural y
especifica, sirven para mediar y regular Ias
respuestas inmunitarias e inflamatorias ",
derivadas de las células T y se producen en
respuesta al reconocimiento especifico de
antigenos extrafos, la IL4 desempefia una
funcion importante en las reacciones
inflamatorias mediadas por IgE y eosindfilos
puesto que estimulan moléculas de adhesion
vascular (VCAM-1) sobre las células
endoteliales produciendo un aumento de IL4
induciendo a una reaccién inflamatoria. El
IFN-y promueve las reacciones inflamatorias
ricas en Th1 (Helper 1) y macréfagos, a la
vez que suprimen las reaccnones ricas en
Th2 (Helper 2) y eosindfilos .

La biocompatibiidad de los materiales
dentales para procedimientos restaurativos
es de gran importancia, pero la
inconsistencia de muchos estudios en o
concerniente a biocompatibilidad, ha sido
materia de debate en cuanto al material de
elecciéon. En un estudio de cultivo celular con
referencia a la capacidad citotéxica de los
cementos de lonémero y otros agentes
restaurativos, Hume demostr6é la presencia
de citotoxicidad, la cual se vio reducida
después de 6 semanas "’

Investigaciones presentadas acerca del
lonébmero de vidrio refieren estar indicados
en tratamientos restaurativos para preservar
la estructura dental y como protectores
pulpares *%°

El cemento de lonémero de vidrio tiene
optimas  caracteristicas como  actividad
mecanica, biocompatibilidad, liberacién de
fluor, contraccion  volumétrica 'y un
componente de expansmn térmica similar a
la del diente. ®%.La actividad inflamatoria de
la pulpa dental y la respuesta a la colocacion



de cementos como ionémero de vidrio
dependera de la preparacion cavitaria y de
las variables en la restauracion realizada en
presencia o ausencia de bacterias '°.

El objetivo de esta investigacion, es
determinar la presencia de IL-4 e IFN-y en
pulpas dentales humanas luego de Ia
utilizaciéon del ionémero de vidrio como base
intermedia.

MATERIALES Y METODOS

Ensayo clinico controlado aleatorizado
ciego. Se seleccionaron 22 dientes de 11
pacientes con un rango de edad entre 14 y
25 afios del postgrado de Ortodoncia y
Ortopedia del Colegio  Odontolégico
Colombiano. Se incluyeron dientes
premolares sanos, con apice cerrado,
extraidos con fines ortodonticos. Se
excluyeron pacientes sistémicamente
comprometidos. Se distribuyeron
aleatoriamente en  grupo control y
experimental (11 dientes para cada grupo).
Dentro de las variables del estudio se
observaron los valores de liberacion de
citoquinas IL-4 e IFN-y al utilizar ionémero de
vidrio como base intermedia.

Previa extraccién 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.

La prueba piloto se realizo en el primer
paciente, tomada la muestra se llevo al
laboratorio donde quedo programado el
citbmetro de fluyjp para la prueba
experimental.

Preparacion de la muestra

Inicialmente se tomo 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 y alveolar medio derecho e
izquierdo; se realizo aislamiento del campo

operatorio y se procedid 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 lonémero de
Vidrio tipo IV (Voco) en la cavidad del diente
experimental, se esper6 10 minutos y
posteriormente se realizo la exodoncia. En el
diente control se realiza el mismo
procedimiento sin ionémero de vidrio.

Procesamiento de la muestra

Obtenida la muestra se secciona el diente
siguiendo el eje axial con fresa zecrya, el
tejido pulpar 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 y transfiriéndola al medicons (Consul
TS, Orbassano, lItaly), 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-suspendieron en
300 pl de solucién 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 solucion por 20 min. a temperatura
ambiente, posteriormente a los tubos 2 y 3 se
les retiro el sobrenadante y se les adiciono
solucion de  permeabilizacion  (1:10,
eBioscience), durante 5 min. Incubandolos a
temperatura ambiente. Se recolectaron por
centrifugacion y se adicion6 nuevamente a
cada tubo 100 pul de la misma solucién y se
procedié6 a marcar con los fluorocromos; al
tubc 2 se le adiciono 3 pl de los isotipos
control IgG-FITC e IgG PE, mientras que al
tubo 3 se le agrego 3 ul de Anti FITC IL-4 y 2
ul de Anti PE INF-g. Igualmente a los tres
tubos se les adiciono 7AAD para determinar
la viabilidad celular de la muestra, estos



tubos se incubaron 20 minutos a temperatura
ambiente y en cuarto oscuro; se realizo la
lectura en el Citébmetro de flujo (CyAN ADP 2
laser, 7 colores — Dako technologies) de los 3
tubos por diente (con iondbmero y sin
ionémero).

Analisis Estadistico

Los datos fueron tabulados en Excel version
2007, se procesaron en SPSS version 13. El
analisis estadistico se realizo mediante
prueba T- Student para datos pareados.
P<0.005 y con coeficiente de correlacion y
concordancia.

RESULTADOS

Luego de analizar los resultados obtenidos
por el citémetro 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 estadisticamente
significativa (p=NS). con una correlacion
de 0.90 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 Yy
controles en la liberacién 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.

L4 Comed L4 Casos

Figura 1a. Valores promedio Interleuquina 4 en casos y
controles

IL4 Control

4000 80.00
IL4 Casos

Figura 1b. Correlaciéon de muestras relacionadas entre
IL-4 casos y controles



Tabla 1. Estadisticos de muestras

relacionadas
Desviacién |Error tip. de
Media tip. la media
|Par 1 IL-4 Control 436 28.9 96
IL-4 Casos 51.1 32.0 10.6
Par 2 IFN-g Control 44.8 39.2 13.0
IFN-g Casos 511 38.6 12.8
Figura 2a. Valores promedio interferon gamma en casos
y controles
Tabla 2. Correlaciones de muestras
relacionadas
N | Correlacién (r) | Sig.
Par 1 IL-4 Control y IL-4 Casos 9 0.80 0.009
Par2 IFN-g Control y IFN-g Casos | g 0.90 0.001
IFN-g
Figura 2b. Correlacién de muestras relacionadas entre
interferon gamma casos y controles
Tabla 3 Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
Error fi confianza para la
sl ok BP: diferencia .
Desviacion| dela Sig.
Media tip. media | Inferior | Superior | t | gl |(bilateral)
Par 1 IL-4 Control
IL-4 Casos | -7.4 19.1 6.3 -22.1 72 |-11|8]| 02
Par 2 IFN-g Control




DISCUSION

Existen mudltiples factores etiolégicos como
bacterias, injuria mecanica y biomateriales
dentales que inducen a la liberacion de
citoquinas inflamatorias como mecanismo de
respuesta pulpar 226927.15.11.26,13,12

Se ha reportado en varios estudios 2*°
reacciones inflamatorias pulpares leves
encontrando que hay una fuerte relacion
entre los niveles de mﬂamacuon pulpar con la
infiltracion de bacterias 2 y es mas intensa
cuando estan mas cerca a la pulpa, debido a
la injuria pulpar presente por el paso de las
bacterias (Estreptococo Mutans) a través de
los tubulos dentinales, mostrando la
presencia de interferon gamma (27%) e IL4
(19%) obtenidas en cavidades con caries
poco profundas °.

Asi mismo, existen estudios que reportan
diferentes respuestas inflamatorias pulpares
ante la utilizacion de biomateriales dentales

El ionémero de vidrio tiene un
potencial de toxicidad pulpar cuando es
colocado sobre la dentina intacta,
demostrando una baja toxicidad en tales
circunstancias. Los ionémeros de vidrio no
parecen ser materiales deseables para la
colocacién directa sobre el tejido pulpar. Se
recomienda la colocacién de hidréxido de
calcio como protector pulpar. . Estudios
realizados por Sidhu y Watson % mencionan
que los ionémero de vidrio con una pequefa
adicién de resina como hidroxietil metacrilato
(HEMA) contiene grupos no saturados lo cual
los hacen carecer de biocompatibilidad e
histopatologicamente producen reacciones
pulpares poco aceptables. Ademas Jontell y
col. " afirmaron que es la acidez de los
materiales la que contribuye para el efecto
citopatico de los mismos.

En el presente estudio se observo que al
colocar ionomero de vidrio como base
intermedia en cavidades clase V se presento
una variabilidad mostrando aumento o0
disminucion en la liberacion de IL-4 e IFN-y.
Esta variabilidad pudo ser debido a varios
factores como diferencias en el espesor del

puente dentinal remanente, el cual no fue
estandarizado viéndose influenciado por la
morfologia de la estructura dentaria y la
respuesta inmunoldgica de cada participante,
limitando su comparacién con otros estudios.

Un estudio in vivo previo demostré que no
hay una diferencia estadisticamente
significativa en la liberacién de IL-6 e IL-8 al
utilizar el ionémero de vidrio como base
intermedia '°. En el presente estudio aunque
se observo una variabilidad en la liberacion
de IL-4 e IFN-y no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa corroborando
los resultados encontrados por Mejia y col."®

lo que demuestra que el ionomero de vudrlo
como base intermedia tiene una
biocompatibilidad aceptable y produce una
irritacion pulpar leve. Resultados similares en
premolares humanos fueron reportados por ?,
encontrando una respuesta pulpar de leve a
moderada

Asi mismo, Costa 1996 y Tarim 1988 ®%
demostraron que los ionémeros de V|dr|o
aplicados en cavidades profundas clase V de
ratas y monos respectivamente en periodos
de experimentacion cortos (3 a 7 dias)
originan reacciones inflamatorias leves,
proceso que fue resuelto a través de
periodos experimentales intermedios vy
largos; razones por las cuales puede decirse
que tiene una aceptable compatibilidad
biolégica siendo irritantes leves para el
complejo pulpo-dentinal. Del mismo modo
Cooper 7 observo que el ionémero de vidrio
causa reacciones inflamatorias intensas en
periodos cortos (mas o menos 16 dias) en su
mayoria resueltos en periodos de
experimentacion largos.

Holand y col. 2 realizaron un estudio en
perros, encontrando que el iondémero de
vidrio presentd una respuesta leve en un
periodo experimental largo 5180 dias).
Mientras que Tobias y col. %, encontrd
presencia de respuesta inflamatoria durante
un periodo experimental corto (14 dias), en
tanto que en el periodo experimental
intermedio (28 dias) en la mayoria de los
especimenes el proceso inflamatorio revirtio,



y en el periodo experimental largo (1 afio) el
proceso se detuvo.

Es importante aclarar que en el presente
estudio las preparaciones cavitarias fueron
estandarizadas. Sin embargo, no se valoro el
grosor de remanente dentinal de las
muestras. Este factor puede producir efectos
en los hallazgos emitidos en este estudio. Se
recomienda la utilizacién 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
disminucion en la supervivencia celular,
mostrando una elevacién en los niveles de
IL-4 e IFN-y relacionado posiblemente a la
respuesta del sistema inmunoldgico de cada
paciente, donde es posible un aumento o
disminucién en la liberacion de citoquinas
como mecanismo de respuesta celular.

CONCLUSION

La liberacion de IL-4 e IFN-y evaluada al
colocar ionémero de vidrio durante este
estudio no mostro 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.

El comportamiento del ionomero de vidrio al
ser utilizado como base intermedia demostro
baja citotoxicidad, 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.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios donde el
tiempo de exposicion del ionémero 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 |l
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.

Realizar estudios donde el diente control no
se le realice ningun procedimiento para
determinar los promedios de las medidas
basales y poder compararlos con la reaccion
inflamatoria inicial como respuesta pulpar
mediante la cuantificacién de la liberacién de
citoquinas.
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