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RESUMEN

Entre los farmacos usados en la terapéutica pulpar, el formocresol es el medicamento
de eleccion, pero dados sus efectos colaterales es que se buscan alternativas que
logren el objetivo clinico, radiografico e histolégico del tratamiento a lo largo del tiempo.
Actualmente, se esta optando por productos naturales como el propodleo. Investigaciones
cientificas le atribuyen numerosas propiedades como: analgésico, antiinflamatorio,
regenerador tisular, antioxidante, anticancerigeno e inmunoestimulante. Los objetivos
del presente estudio fueron el determinar el efecto del propdleo al 20% en la expresién
de la interleucina-1 beta de la pulpa dental, determinar el efecto del formocresol 1:50 en
la expresion de la interleucina-1 beta de la pulpa dental y comparar la expresion de la
interleucina-1 beta de la pulpa dental frente a la exposicion de propdleo al 20% y
formocresol 1:50. El grupo de estudio fueron pulpas de piezas dentales sanas de
pacientes en edades comprometidas entre 12 y 16 anos. Usandose un diseno
metodoldgico de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.

Se evidencid que el propoleo al 20% inhibié a la IL-1beta en el tejido pulpar a las 12, 24
y 48horas, mientras que el formocresol en concentracion 1:50, agoté de forma total el
ARNm de la IL-1beta manifestando su toxicidad.

Concluyendo, que el propdleo es un material biocompatible a nivel genético, puesto que
inhibié a la IL-1beta, evidenciando su potencial antiinflamatorio y regulador de la
inmunidad.

Los resultados obtenidos fueron procesados en una hoja de célculo de Excel version

2013; utilizando para tal fin tablas de simple y doble entrada.



ABSTRACT

Among the drugs used in the pulp therapy, formocresol is the drug of choice, but given
its side effects is that alternatives that achieve the clinical, radiographic and histological
goal of treatment over time are sought. We are currently opting for natural products such
as propolis. Scientific research has attributed many properties as analgesic, anti-
inflammatory, tissue regenerative, antioxidant, anticancer and immunostimulating.

The objectives of this study were to determine the effect of propolis 20% in the expression
of interleukin-1 beta dental pulp, determining the effect of formocresol 1:50 in the
expression of interleukin-1 beta dental pulp and comparing the expression of interleukin-
1 beta dental pulp from exposure to 20% propolis and formocresol 1:50. The study group
were healthy tooth pulp in compromised patients aged between 12 and 16 years. Being
used experimental methodological design, prospective and longitudinal type.

It showed that propolis 20% inhibited IL-1beta in the pulp tissue at 12, 24 and 48h, while
the formocresol in concentration 1:50, totally exhausted from the mRNA of IL-1beta
expressing toxicity .

It concluded that propolis is a biocompatible material at the genetic level, since inhibited
IL-1beta, demonstrating its potential anti-inflammatory and immune regulator.

The results were processed in an Excel spreadsheet version 2013; using for this purpose

tables single and double entry.



CAPITULO I:
INTRODUCCION



1. TITULO

Efecto del Propoleo y Formocresol en la expresion de la interleucina-1 beta (IL-13)
de la pulpa dental en pacientes de 12 a 16 anos, Arequipa. 2015

2. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Cuando la pulpa dental se ve afectada se liberan citoquinas, siendo la interleucina-1
beta (IL-1B) una de las mas importantes, ya que es un mediador inflamatorio de la
pulpa dental, pues estimula la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y a su vez la
produccion de prostanoides de las células pulpares; de esta manera, interviene en los
procesos inflamatorios y de curacién del tejido pulpar. Es por ello que, altos niveles
de IL-1B3 podria ser indicativo de magnitud de agresion pulpar y complejidad de la
respuesta inflamatoria, ya sea proveniente de bacterias, traumatismos, calor o
sustancias quimicas usadas en las terapias pulpares; es asi que, surge un interés en
la odontopediatria hacia la aplicacion de farmacos en tratamientos pulpares que
demuestren un gran indice de éxito clinico, radiolégico e histolégico; cuyo objetivo
primordial es la ausencia de agresion al tejido pulpar remanente.

Buckley es uno de los pioneros en la aplicacion de una droga para tratamientos
pulpares. Alla por el afio 1904, introduce el formocresol y hasta la actualidad se han
venido realizando tratamientos pulpares con éxito clinico y radiografico. Se ha
intentado encontrar un sustituto al uso del formocresol probando diferentes materiales
pero sin lograr el porcentaje de éxito clinico que se consigue con éste. También, en
los ultimos afios se han realizado investigaciones que sugieren un efecto citotoxico
del formocresol; es asi, que se estan buscando alternativas en la terapéutica pulpar,
inclusive en la medicina natural, como es el caso del propdleo por su gran poder
antimicrobiano, antiinflamatorio, anestésico y estimulador de la inmunidad celular.
Por otro lado, la repercusiéon que tiene la aplicacién de formocresol y propoleo sobre
la expresion genética en la pulpa dental ha sido muy poco investigada, destacando
que la liberacion, induccién o inhibicion de un gen producto de la estimulacion por una

droga podria conducir al fracaso o éxito histoldgico del tratamiento, es por ello, que



se precisa resaltar la importancia de este estudio a nivel genético, particularmente
sobre la expresién de la Interleucina 1-beta, citoquina que es inducible no constitutiva,
es decir, no esta presente en tejido pulpar sano pero se expresa frente a una agresion;
por tanto, esta investigacion brindara nuevos conocimientos acerca del efecto de
estos dos farmacos sobre la expresion de la Interleucina-1 beta de la pulpa dental y
su repercusion general en este tejido.

Asi mismo, la presente investigacion es factible de realizarla porque se cuenta con

tiempo, con recursos humanos, materiales, financieros y acceso a los mismos.

. PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto del Propdleo y Formocresol en la expresion de la interleucina-1

beta (IL-1B) de la pulpa dental en pacientes de 12 a 16 afos?

. AREA DE CONOCIMIENTO

a. Area: Ciencias de la Salud.

b. Campo: Odontologia.

c. Especialidad: Odontopediatria.
d. Linea: Propdleo, Formocresol.

e. Tépico: Interleucina-1beta.

. OBJETIVOS DE INVESTIGACION

Determinar el efecto del propdleo en la expresion de la interleucina-1 beta de la pulpa

dental.

Determinar el efecto del formocresol en la expresion de la interleucina-1 beta de la

pulpa dental.



Comparar la expresion de la interleucina-1 beta de la pulpa dental frente a la

exposicion de propdleo y de formocresol.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO



1. MARCO TEOGRICO

1.1 Propédleo

El propolis o propdleo es un compuesto resinoso y pegajoso, elaborado por la
abeja Apis mellifera, a partir de exudados vegetales y mezclado con sustancias
salivales. La palabra propolis deriva del griego pro, para o en defensa, y polis, la

ciudad, es decir, “defensa de la ciudad (o la colmena)” 50

El propolis es un producto de composicién compleja. Las abejas Apis mellifera lo
obtienen por adicion de cera y secreciones salivales al material resinoso, gomoso
o balsamico que recolectan de yemas, brotes y heridas de diversas plantas. En la
colmena, las abejas utilizan al propdleo con diversos fines tales como: cerrar
grietas, reducir al minimo las vias de acceso, recubrir y aislar restos de animales
que se hayan introducido en la colmena evitando su descomposicion, consolidar
componentes estructurales, barnizar el interior de las celdillas con fines

desinfectantes y evitar vibraciones. 50

Se registra que el uso del propdleo por parte del hombre data del afio 300 a. de
C., época en que ya era utilizado en la elaboracion de remedios en la medicina
tradicional. Sin embargo, es solo en los ultimos 50 anos que se ha realizado la
gran mayoria de los estudios tendientes a determinar la composicion quimica,
propiedades farmacoldgicas y en general, el uso farmacoldgico comercial de los

preparados a base de propdleo. 50

Dentro de los productos apicolas, el propéleo se destaca por sus variadas y
disimiles propiedades bioldgicas, o que ha permitido que en los ultimos afos se
haya incrementado su utilizacion en fitomedicina y en veterinaria. Es por lo tanto,
una materia prima valiosa para la industria farmacéutica, de cosméticos y de

alimentos. 50



Origen

Existen dos teorias sobre la procedencia del propdleo elaborado por las abejas.
Una teoria dice que es recolectado por las abejas de mas de 15 dias que, con sus
mandibulas, toman las particulas resinosas que hay sobre las yemas de
diferentes plantas como el alamo, sauce, abedul, aliso, castano silvestre, pino,
enebro y algunas plantas herbaceas. Después de sujetar la particula resinosa, la
abeja mueve hacia atras la cabeza hasta que logra desprenderla, almacenandola
con sus patas en los cestitos del polen. Las enzimas de su boca participan
también en la operacion para evitar su adherencia. Cuando llega a la colmena
con la carga, otras obreras le ayudan a descargar el propéleo, misién que llega a
durar varias horas. Si el material no es bastante maleable, la abeja recolectora se
instala en la piquera, donde espera a que el calor del sol ablande la carga y pueda
desprenderse mejor de ella. Los vuelos que realiza la abeja desde la colmena a
la planta portadora de resina duran de 15 a 20 minutos, y la época de maxima
recoleccion tiene lugar al final de verano. Otra teoria sobre el origen del propéleo
manifiesta que se trata de un producto resultante de la digestion del polen y que
se efectua en un pequefio 6rgano que la abeja posee entre el buche y el intestino

medio. 81

Composicion

Las diferencias en la composicion estan determinadas principalmente por la flora
del area ecoldgica, los ciclos evolutivos de las plantas proveedoras de resinas
que condicionan cambios en las concentraciones de las mismas,
microorganismos presentes en el entorno geografico, factores climatoldgicos,
influyendo también las caracteristicas macroscopicas y organolépticas del
propdleo y la técnica de obtencidn; sin embargo, presenta cualitativamente
numerosas sustancias que se encuentran en éste de modo constante y
relativamente estable. 51,75

La abeja elabora el propdleo de acuerdo a sus necesidades y probabilidades de

fuentes de materia prima, por lo que esta demostrado internacionalmente que



sera muy dificil encontrar dos colmenas que produzcan propodleos idénticos, aun
cuando estén ubicados en la misma zona geografica. Es mas, aun los propoleos
de las distintas partes de la colmena no tendran exactamente la misma
composicidén, pero estas variaciones no estan dadas por la diversidad de los
elementos que estan presentes en su composicion que basicamente se
mantendran estables, sino en las cantidades de cada uno de ellos que estaran
presentes en cada muestra. 81

En lineas generales en todos los propdleos encontraremos: 81

* Resinas y balsamos aromaticos 50-55 %
» Cera 7.5-35 %

* Aceites volatiles 10 %

*Polen4-5%

» Sustancias organicas y minerales 5 %

De acuerdo a numerosos estudios, se ha determinado que los constituyentes
principales del propdleo son las ceras, resinas, balsamos, aceites esenciales y
polen (ademas de impurezas mecanicas). La proporcién de cada componente es
variable y, depende tanto de la época de recoleccién como del origen vegetal de

la resina, asi como también de la raza de las abejas que lo produce. 23

Composicion quimica del propdleo

Estudios preliminares realizados por varios investigadores sefalan que se ha
encontrado mayor porcentaje de compuestos fendlicos en el propdleo que recubre
los panales que en el destinado a reducir el ingreso de agentes extranos a la
colmena. Se han identificado en el propdéleo mas de 160 compuestos, 50% de
ellos fendlicos a los que se les atribuye accion farmacolégica. 6,7

Revisiones sobre la composicion quimica de propéleo dan cuenta de los
siguientes grupos quimicos: aldehidos, acidos y ésteres alifaticos, amino acidos,

acidos y ésteres aromaticos, chalconas y dihidrochalconas, flavanonas, flavonas,
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flavonoides, acidos grasos, cetonas, terpenoides, esteroides y azucares. 86

La literatura apunta que el grupo mas importante de compuestos encontrado en
el propdleo son los denominados fenoles, los cuales, constituyen mas del 50%
del peso total. Las propiedades médicas del propodleo son atribuidas

principalmente a la presencia de estas sustancias. 17

Los flavonoides son pigmentos vegetales, sintetizados a partir del aminoacido
fenilalanina, que generalmente exhiben brillantes colores como el de los pétalos
de las flores. La mayoria de las veces emiten fluorescencia cuando son excitados
por la luz UV, y se localizan en las células de las plantas verdes. Debido a esto,
son usados por los botanicos para clasificaciéon taxonémica. Estas sustancias
regulan el crecimiento de las plantas e influencian otras células bioldgicas de
diversas maneras, ademas, inhiben o destruyen muchas especies bacterianas,
inhiben importantes enzimas virales, tales como la transcriptasa reversa y otras
diversas proteasas y algunos importantes protozoos. Es asi, que estos
compuestos fendlicos poseen actividad antialérgica, antiinflamatoria,
antioxidante, atrapadora de radicales libres, antimutagénica y moduladora de
actividad enzimatica. 59

Los flavonoides desempenan un papel considerable en la terapéutica por sus
multiples funciones fisiologicas, pues al poseer funciones antioxidantes que
minimizan la peroxidacion lipidica y el efecto de los radicales libres, contribuyen
a reducir el riesgo de afecciones cardiovasculares por su accion directa en los
capilares sanguineos y el envejecimiento.50, 81 Ademas, se puede decir que
aportan grandes beneficios para la salud al actuar como agentes
quimiopreventivos en cancer. 59

Muchos profesionales estan incrementando el uso de flavonoides puros para
tratar importantes enfermedades, debido a su comprobada habilidad de inhibir
enzimas especificas, simular algunas hormonas y neurotransmisores, y eliminar
radicales libres. 59

Los flavonoides y acidos fendlicos, junto con sus ésteres, se consideran los

11



principales compuestos bioactivos del propdleo; se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, en las plantas superiores, en las partes aéreas de
las mismas, en capullos y hojas jévenes especialmente en aquellas con sistema
vascular. Son responsables de la coloracion de numerosas flores y de ciertas

frutas. 81, 73,26

Segun el instituto de Quimica Organica de Moscu, su analisis quimico ha arrojado
la presencia de un gran numero de sustancias minerales y oligoelementos,
primordialmente en forma de radicales libres o asociados a formas proteicas,
entre los cuales se distinguen: aluminio, bario, boro, bismuto, cobalto, calcio,
cobre, cromo, estafo, estroncio, fosforo, hierro, litio, manganeso, molibdeno,
niquel, plata, plomo, potasio, selenio, silicio, titanio, vanadio, yodo y zinc. Muchas
de estas sustancias desempefian un papel importante a nivel de numerosas vias

metabdlicas celulares. 16

Existe otro grupo de compuestos que resultan de fundamental importancia en la
actividad bioldgica del propdleo y en el metabolismo celular, destacando el acido
nicotinico y pantoténico; ademas de lactosas, polisacaridos y aminoacidos que
representan un papel preponderante en numerosas reacciones celulares. En
estudios del propdleo se han encontrado, vitaminas C, E, A, B2, B6, B1 Y PP,
especialmente B3 o nicotinamida, sustancias de naturaleza proteica, acidos
grasos no saturados y ésteres de acidos aromaticos, que justifican en parte su

gran actividad bioldgica. 16

Caracteristicas fisico-quimicas

El propdleo es un material fuertemente adhesivo .Chaillou y cols, al analizar las
propiedades fisicas de una muestra de propdleo de Argentina, determinaron lo
siguiente: 75,6

1.- Caracteristicas organolépticas: 100% presentd estructura homogénea, el

12



45% presentd un aspecto de trozos irregulares con brillo, el 30 % con poco brillo,
y el resto trozos irregulares opacos. Los ensayos de consistencia mostraron que
el 45% de las muestras eran poco blandas, el 40% duras y solamente un 15%
blandas. Con respecto al color, el 65% de las muestras presentaron color marrén
oscuro, un 20% marron claro con tintes amarillos, un 10% con tintes castanos. El
olor del 75% de las mismas fue resinoso, y el sabor de la totalidad de los

propoleos fue picante.

2.- Punto de fusion: Su punto de fusién varia entre 60° C a 70° C, llegando en
algunos casos hasta 100° C.

3.- Impurezas mecanicas, ceras y resinas: el valor medio de impurezas
mecanicas analizadas fue de 24,063%, contenido de cera promedio, de 30,048%

y el porcentaje de resinas, 44,770%.

4.- indices de oxidacion: el rango de valores del indice de oxidacién oscil6 entre

los 4 y 18 segundos, el promedio fue de 9,8 segundos.

Propiedades y actividad biolégica

El propdleo es un producto de extraordinario interés para la medicina e industria
farmacéutica, al que se atribuyen efectos antiinflamatorios, analgésicos,
inmunoestimulantes, hepatoprotectores, carcinoestaticos, antimicrobianos,
antivirales, antifungicos, antiprotozoarios, anestésicos, de regeneracién tisular,

antioxidantes y anticariogenicas. 74, 87, 103

Ensayos microbioldgicos realizados con muestras de propoéleo de diferentes sitios
de la zona central de Chile, han mostrado una actividad heterogénea, y no se ha
mostrado un patron estable de actividad en las diferentes regiones geograficas, o
durante las diferentes épocas del afio. Sin duda, esto relata que la actividad del
propoleo no solo esta relacionada con el metabolismo de las especies botanicas,

sino que también con su fenologia, término que corresponde al estudio de los
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fendmenos bioldgicos acomodados a cierto ritmo peridédico como la brotacién, la
maduracion de los frutos y otros, mostrando que las propiedades especificas de
los compuestos son incrementadas cuando el propdleo de diferentes plantas es
procesado en una fase especifica de su desarrollo anual. 55

Por lo tanto, esto se relaciona con las preferencias de las abejas para la
elaboracion de propdleo en una estacion especifica del ano. Apis mellifera puede
detectar, seguramente cuales son las plantas que se encuentran en un adecuado
estado de desarrollo y, de esta manera, determinar cual especie usar. 55
Ademas, varios componentes encontrados en el propdleo en otras partes del
mundo, con ciertas propiedades protectoras, son volatiles, por lo que podrian ser
detectados por las abejas a través de sus antenas o su sistema olfativo. 40, 15, 117
En particular, la actividad biocida del propdleo estudiada frente a bacterias de
interés en medicina, ha mostrado resultados alentadores in vitro e in vivo, ya que
inhibié el crecimiento de bacterias aerobias y anaerobias, tanto Gram positivo
como Gram negativo. Sin embargo, se ha senalado que su efecto en contra de
bacterias Gram (+) y levaduras, es mayor que sobre bacterias Gram (-).105

Otros estudios, indican que los efectos bacteriostaticos y bactericidas del
propdleo dependen de la dosis y que las bacterias aerdbicas Gram (-) también se
inhiben a concentraciones superiores a 2.8 mg/ml. Asi pues, los extractos de esta
droga natural inhiben significativamente a todos los microorganismos, en especial
a las especies de Actinomyces pero, durante su almacenamiento disminuyen los
contenidos de flavonoides y por tanto también su capacidad inhibidora. 105

Las actividades biologicas de algunos de los mas importantes componentes del

propodleo son:

Pinocembrina: tiene actividad antibacteriana, fungicida, y utilidad como
anestésico local. 87

La Galangina: es uno de los flavonoides que con mayor frecuencia se han
encontrado en el propoleo, presenta actividad antimutagénica, antioxidante,

secuestrador de radicales libres y modulador de actividad de enzimas
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metabdlicas, pero se le destaca principalmente por su capacidad antigenotoxica
como un potente agente quimioprotector frente al cancer. Ademas posee actividad
antibacteriana. 67

Acacetina: propiedades antiinflamatorias. Ademas, recientemente se ha visto que
es un poderoso inhibidor de enzimas presentes en el Citocromo P450
(pertenecientes a la familia de las enzimas denominadas CYP1), que estarian
involucradas en el metabolismo de los hidrocarburos policiclicos aromaticos y
hormonas. Por ello se especula que estas enzimas tendrian un rol importante en
la aparicién de algunos tipos de cancer, mas aun, que han sido detectadas en
algunas muestras de tejidos cancerigenos. 117

Conferido: promisorio agente anticarcinogénico al inducir directamente quinona
reductasa y otras enzimas protectoras, sin promover la activacion de otros

carcinégenos. 67

En Brasil se realizd un estudio para investigar la actividad antibacteriana de
propoleo sobre diferentes bacterias orales como Streptococcus mutans,
Streeptococcus sanguis y Actinomyces naeslundi. En todas las especies

estudiadas se obtuvo inhibiciéon de crecimiento. 95

El propdleo es una fuente natural de antioxidantes, que protegen a los aceites y
lipoproteinas séricas de la oxidacion. Sus propiedades antioxidantes se deben a
su actividad antiradicalaria (radicales alcoxi y, en menor grado, superoéxido) y al
efecto inhibidor sobre el idbn cuproso, iniciador de la oxidacion de las lipoproteinas

de baja densidad. 28

También, existen numerosos reportes acerca de la capacidad de intensificar la

proliferacion epitelial y crecimiento de tejido de granulacién. 53
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Por su origen geografico

La composicion quimica del propoleo es sumamente compleja, cada region
presenta condiciones de flora diversa, dependiente de fendmenos locales,
influenciados por la temperatura, las precipitaciones, el tipo de suelo, la humedad
relativa y brillo solar. 95

Se ha demostrado quimicamente que los exudados de los arboles de tipo Poplar
(Populus alba), son el principal recurso de propéleo de zonas con clima
mediterraneo como la zona norte de Europa, Sudamérica, y oeste de Asia (China).
Menos comunmente, en otras partes del mundo, especies como Bétula, Ulmus,
Pinus, Quercus, Salix, y Acacia son utilizadas como recurso para el propoleo. Asi
mismo, se evidencio que el propdleo cuyo origen botanico es género Populus,
contiene principalmente fenoles, flavonas y flavonoides en importante proporcion
(mayoritariamente pinocembrina y galangina),y posee una mayor actividad
antimicrobiana que aquellos de origen botanico mixto que contienen derivados de

acidos diperténicos, acidos grasos hidroxilados o cinamil cinamato. 98

Mecanismo de accién

El mecanismo de accidn antimicrobiano del propdleo es complejo y no esta
completamente entendido, la actividad en contra de los microorganismos esta
mas relacionada al efecto sinérgico de los flavonoides (y otros fenoles), que a la
accién de cada uno de ellos por separado. En general, la actividad antimicrobiana
de este compuesto es mas activo contra bacterias Gram positivas que contra

bacterias Gram negativas. 15

Estos descubrimientos estan de acuerdo con lo que estudié Takaisikikuni
Schilcher, quienes observaron que la accién antibacteriana utilizaba varios
mecanismos, tales como la formacidon de complejos streptocdcicos
pseudomulticelulares, desorganizacién del citoplasma, de la membrana

plasmatica, y de la pared celular, bacteriolisis parcial, e inhibicion de la sintesis
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de proteinas. Ademas se observé una inhibicion de la divisidon celular en presencia
de propdleo, y este hecho sugirié que el propoleo podria actuar inhibiendo la
replicacion del DNA a través de la RNA polimerasa e, indirectamente, afectando

la division celular bacteriana. 35

Su potencial antiinflamatorio ha sido atribuido a la capacidad de estimular la
inmunidad celular ya que promueve la actividad fagocitica e inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas, mediadoras de este proceso. Algunos de los
componentes fendlicos del propolis, como el acido cafeico y el éster del acido
fenil-etil cafeico, la quercetina y la naringenina, ejercen efectos antiinflamatorios
actuando sobre la produccion de eicosanoides, tanto in vitro, suprimiendo la
generacion de prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas en macréfagos
peritoneales, como in vivo, en la inflamacion peritoneal aguda inducida por la
zimosina.

El propdleo por via oral suprime de forma significativa la via de la lipooxigenasa
en el metabolismo del 4cido araquidonico vy, el éster del acido fenil-etil cafeico es,
de entre los componentes conocidos del propolis, el modulador mas potente de
la cascada del acido araquidénico. Ambos productos disminuyen la actividad de
la ciclooxigenasa en macrofagos, medida en funcion de la produccién de
prostaglandina E2, y protegen, al tejido cartilaginoso y a los condrocitos humanos,

de los dafos producidos por la interleuquina-13. 8o

Dosis
El propdleo presenta un efecto marcadamente mayor frente a bacterias Gram +,
con valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) entre 0.025 y 10 mg/mL.

33

Para uso externo, se puede administrar ad libitum (a placer). No se han

encontrado contraindicaciones.
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Uso en odontologia

Actividad Anticariogénica:

El potencial anticariogénico del propdleo ha sido demostrado a través de varios
estudios los cuales han revelado la reduccion de la incidencia de caries y
acumulacion de placa dental in vitro e in vivo, sugiriendo que existen dos
mecanismos asociados con las propiedades anticariogénicas/ antiplaca del
propoleo como son la actividad antimicrobiana contra bacterias cariogénicas y la

inhibicion de la enzima glucosiltransferasa. 99

La efectividad antimicrobiana de los extractos depende del solvente empleado, la
procedencia del propoleo y de la especie bacteriana evaluada, siendo los
extractos etandlicos (EEP) los mas efectivos. La composicion quimica del
propodleo revela que los componentes farmacoldgicos activos mas importantes
son los flavonoides y varios compuestos fendlicos, terpenoides y aromaticos.
Entre estos la apigenina (flavonoides) y el tt-farnesol (terpenoides) han
demostrado tener las mayores propiedades antimicrobianas contra Streptococcus
mutans, basados sobre todo en su capacidad de inhibir las glucosiltransferasas y

en su efecto bactericida. 99

Actividad anestésica

La actividad anestésica del propoleo ha sido sugerida por Manara y cols, donde
sefalan que la solucion de propdleo al 0,01%, utilizando como solucion
anestésica es hasta cuatro veces tan efectiva como la procaina al 5%, yde 3a 5
veces mas eficaz que la cocaina, sugiriendo que es un anestésico de superficie
con un significativo poder penetrante y pudiendo ser implementado para
infiltraciones cutaneas y en tratamientos estomatolégicos. Un extracto alcohdlico
de propdleo al 50% también ha sido usado en el tratamiento de otitis cronica,

donde el resultado anestésico fue obtenido en aproximadamente 10 minutos. 99
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Uso en Periodoncia:

El efecto que ha tenido el propdleo sobre el periodonto ha sido de gran
satisfaccion puesto que ha demostrado tener actividad antiinflamatoria,
antimicrobiana, anestésica y cicatrizante, en casos de gingivitis cronicas y ulceras
bucales recurrentes e inespecificas; siendo de ayuda para mejorar el tratamiento
periodontal, mas aun si tenemos en cuenta que la consecuencia fundamental a
largo plazo es la pérdida de todos los dientes. Otras investigaciones han
reportado que las soluciones de propdleo tienen efecto sobre los gérmenes Gram
positivos de la placa supragingival conllevando a una recuperacion mas rapida,
incrementando también la respuesta inmune local. Como agente antiinflamatorio,
el propdleo inhibe la sintesis de prostaglandinas, y ayuda al sistema inmune

promoviendo la actividad fagocitaria y estimulando la inmunidad celular. 99

Uso en Endodoncia

Hasta el momento se han utilizado diversidad de medicamentos para la irrigacion
y limpieza del conducto radicular siendo el hidroxido de calcio (Ca(OH)2) el
tratamiento endoddntico de eleccion; sin embargo Telleria y cols, emplearon un
propdleo acuoso al 22% como tratamiento pulporadicular y lo compararon contra
el Ca(OH)2 observando que a los 21 dias del tratamiento, el 82,2% (54/70) de los
pacientes tratados con el propdleo acuoso al 22% presentaron sus conductos en
condiciones de ser obturados, en contraste con el 85,7% (60/70) tratados con
Ca(OH)2, y a los 28 dias del tratamiento el 92,8% (65/70) de los pacientes tenian
sus conductos listos para ser obturados sin presentar casos de empeoramiento o
alergia al medicamento con respecto al 97,1% (68/70) del grupo control
(Ca(OH)2); indicando que el Propdleo Acuoso al 22% es un producto eficaz en el
tratamiento endoddntico ya que sus resultados son similares a los obtenidos con
el tratamiento de los conductos radiculares con Ca(OH)2. 50 De tal manera que el
propoleo representa una alternativa de tratamiento, donde el costo por paciente
es muy bajo, ademas que no afecta la coloracion del diente, dificultad que se ha

presentado con otros productos. 99
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En un estudio se compard los efectos citotoxicos del propdleo en diferentes
concentraciones y el hidroxido de calcio sobre fibroblastos de la pulpa dental y
ligamento periodontal. Los datos mostraron que el tratamiento de los fibroblastos
con concentraciones de 2 o 4mg/ml de propoéleo resulté en una viabilidad celular
del 75 % a las 20 horas; asi mismo el tratamiento de los fibroblastos de la pulpa
con 1mg/ml de propéleo resultoé en una viabilidad del 90%, indicando que no es

citotéxico. 94

Cirugia

El propdleo en cirugia oral ha sido utilizado en heridas quirurgicas (alvéolos) post
extracciones dentarias, realizando experimentos con una solucidn hidroalcohdlica
al 10% de propodleo y una solucién hidroalcohdlica pura aplicados en alvéolos
inmediatamente post extraccion, evaluando su efecto sobre la epitelizacion de las
heridas y aceleracion de la cicatrizacion post extraccion dentaria, encontrando

efectos positivos. 99

Efectos adversos

Las reacciones adversas a la aplicacion local de propdleo son escasas y se
refieren generalmente a reacciones alérgicas de hipersensibilidad de tipo
dermatitis de contacto. Se han descrito hasta la fecha un total de 250 casos de
alergias por dermatitis de contacto al propoleo. Los reportes generalmente se
describen con dermatitis en las zonas palmares y dedos, correspondiente a la
manipulacion de partes de la colmena que contienen propdleo, o bien, se han
visto reacciones alérgicas en la mucosa oral, mucositis orales agudas con
ulceraciones, debido a la ingesta de grageas o gotas de esta sustancia natural. 42
El principal agente sensibilizante descubierto en la composicion de propdleo
corresponde a 3-metil-2-butenil cafeato y feniletil cafeato. Posiblemente existan

otros alergenos no descubierto a la fecha. 42
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1.2. Formocresol

Origen

Buckley en 1904 promovio el formocresol, y afirmaba que partes iguales de
formalina y tricresol reaccionarian quimicamente con productos intermedia y
finales de la inflamacién pulpar para formar un “compuesto nuevo incoloro y no
infectante, de indole innocua”. 82, 115

En los ultimos 20 afos se han realizado estudios exhaustivos sobre la eficacia de
este medicamento con unos indices de éxito clinico que oscilan entre 70% y

100%. 3

Composicion quimica del Formocresol

La férmula de Buckley, que es todavia la que se utiliza con mayor frecuencia
consiste en tricresol, formaldehido acuoso, glicerina y agua. En los siguientes
porcentajes:

19% de formaldehido, 35% de tricresol, en una solucion de 15% glicerina y 51%

de agua, con un pH aproximadamente 5.1. 12, 104, 100

Los componentes activos del formocresol son el formaldehido y el cresol.

El Formaldehido:

Es un aldehido, el principal componente activo del formocresol. Actia como
agente desvitalizante, ademas es bactericida porque precipita las proteinas
bacterianas, provocando trombosis de los vasos pulpares (isquemia) e interactua
con las proteinas produciendo fijacion vy evita la autdlisis del tejido por su union
con proteinas, interactuando con los grupos de aminas libres. Las reacciones
entre el formaldehido y las proteinas son reversibles y los productos son
inestables. 25

El contacto con el Formaldehido o sus soluciones puede ocasionar dermatitis en

los individuos hipersensibles. Para reducir la irritacion se ha utilizado en
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combinacioén con Cresol.

El Cresol:

Es un metil-fenol, compuesto fendlico que se extrae del alquitran de hulla,

ademas, es un componente activo del formocresol, disuelve la membrana celular

cuando esta en contacto con los tejidos, altera las proteinas expuestas, disminuye

el poder irritante del formaldehido y actua como antiséptico. 135

La Glicerina y El Agua:

Actuan como vehiculo. Ademas, la glicerina es emulsificador, evitando asi, la

polimerizacién del formaldehido y disminuyendo su poder irritante. 135

Mecanismo de accion

El Objetivo fundamental de tratar la pulpa con formocresol es desvitalizar el tejido

lesionado y destruir los microorganismos invasores. 34

Se ha comprobado que el formaldehido es el componente del formocresol que

interactua con la fraccion proteica de las células. 34

La reaccion histologica observada en el tejido pulpar vital después de la aplicacion
del formocresol depende del tiempo en que es aplicada y la concentraciéon
utilizada. 34

Acciones del formocresol: 34

- Fijacién con fibrosis progresiva
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- Histolégicamente se encuentran tres zonas distintas:
a) Zona aciddfila de fijacion, (capa de tejido fibroso acidéfilo en la parte mas
coronal en el lugar de la amputacion).
b) Zona acelular, con disminucién de células y fibras (atrofia).
c) Zona de células inflamatorias que va hasta el apice.
- Bactericida
- No se forma puente dentinario, pero se puede evidenciar cambios de

calcificacion.

Las torundas de algoddon saturadas con el formocresol ocasionan que la
superficie de la pulpa se torne fibrosa y aciddfila en pocos minutos. La reaccion
de las pulpas primarias varia desde fijacion superficial (5min a 3 dias) hasta una
degeneracion calcica completa (mas de 3 dias). 34

El formocresol tiene capacidad momificante; es decir, provoca la
desnaturalizacion de las proteinas de la pulpa radicular (la parte mas cercana a
la camara pulpar) propagandose hacia la pulpa mas apical, fijando los tejidos. 104
Pashley y Papagiannoulis reportan que las evaluaciones histolégicas de pulpas
radiculares fijadas con formocresol, revelan zonas de tejido pulpar con
inflamacion crénica y necrosis. 104

Los vapores del formocresol pasan a través del apice radicular afectando asi el
area periapical, ademas durante el curso de instrumentacion la permeabilidad de

la dentina se incrementa. 12

e Propiedades

Sus principales propiedades son: 12

- Potente bactericida.

- Desinfectante muy poderoso.
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- De facil union a las proteinas.

- Fijador del tejido pulpar radicular, debido al pequefio tamafo de su molécula.

El formocresol, es el medicamento mas utilizado desde hace mas de 60 afios a
nivel mundial, como principal material de fijacidon pulpar en las pulpotomias de

dientes primarios. 12, 54

El area de necrosis que se produce en el tejido pulpar adyacente va disminuyendo
conforme va progresando apicalmente el medicamento, Asi mismo, la zona de
fijacion que se produce en aquel lugar donde el farmaco entra en contacto con
tejido vital, es un area libre de bacterias, es inerte, resistente a la autdlisis y ejerce

proteccion a infiltraciones microbianas posteriores. 106

Dosis y Toxicidad

Existen algunos factores que van a influir en la reaccién del tejido pulpar frente al
formocresol, tales como: tiempo de aplicacién y concentracion del medicamento.
Por ello, es recomendable utilizar la solucién de Buckley que es formocresol puro
pero diluyéndolo al 20% (1:5). 100 Se debe aplicar con una torunda de algodon

estéril, en contacto con la pulpa radicular durante 5 minutos. 12

Existe cierta controversia en los diversos estudios acerca de la respuesta exacta
del tejido pulpar en contacto con formocresol, pero todos los autores parecen
coincidir en que el formocresol, no sélo produce fijacion del tejido pulpar sino
también inflamacion y necrosis del mismo.

La activacion o no de los macréfagos producida por la droga que se adiciona al
medio de cultivo, puede alterar el indice de adherencia y la morfologia celular,
indicando su potencial citotéxico. 21

Se han realizado estudios en relacién a distribucion sistémica del formaldehido
después de la aplicacion topica del formocresol con efectos potencialmente

téxicos mutagénicos y carcinogénicos. Ranly (1984), revela que el formaldehido
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tiene capacidad para interferir con los procesos de replicacion celular pudiendo
provocar mutaciones. Utilizandose formocresol marcado con C14 se observé que
ingresa rapidamente en la circulacion sistémica; sin embargo, para provocar
efectos adversos seria necesaria su presencia en grandes cantidades. Con todo,
el nivel, de formaldehido que se distribuye sistémicamente después del
tratamiento pulpar con formocresol no es capaz de producir respuestas

mutagénicas o carcinogeénicas. 60

Para Lewis (1998), es inconcebible que aun se continie con el uso del
formocresol conociendo sus efectos nocivos para el paciente. Si bien se ha
tratado de establecer una formulacidon menos toxica, esta no es fiable, teniéndose
en cuenta que la misma formula original de Buckley la encontré arbitraria y que,
por consiguiente, una enorme cantidad de formaldehido también puede ser

arbitraria hasta el presente. 60

En un estudio se comparé la reaccion inflamatoria del tejido pulpar de dientes
pulpotomizados tratados con formocresol y otros farmacos, demostrando que a
nivel histologico los dientes pulpotomizados con formocresol presentaron a los 5
dias de la intervencion un 40% de viabilidad celular, con evidencia de pulpa fibrosa

y 60% de necrosis pulpar. 137

Por todas estas consideraciones existen dudas en cuanto a la continuidad del uso
del formocresol, permaneciendo abierta la discusion sobre su toxicidad sistémica,
mientras algunos investigadores sostienen que serian necesarias mas de tres mil
pulpotomias simultdneamente para obtener niveles téxicos de formaldehido, otros
mas recientemente, afirman que poco menos de dieciséis pulpotomias podrian

provocar alteraciones a nivel hepatico y renal. 60

Después de la realizacién de pulpotomias con formocresol marcado con isotopo

radioactivo C en animales, hubo reabsorcion sistémica del 1% de la sustancia. La
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administracion sistémica del formocresol de Buckley ocasioné efectos toxicos
agudos en perros, como arritmias cardiacas, descenso de la presién sanguinea,
alteraciones enzimaticas, aumento de la bilirrubina en la orina, edema glomerular

y neumonitis atipica, entre otros. 77

Se determiné que el formocresol, ademas de ser téxico para la pulpa, puede ser
toxico a nivel sistémico afectando otros érganos, cuando se utiliza en multiples

pulpotomias, ademas de su capacidad para iniciar una respuesta inmune. 77

Paralelamente, también se ha atribuido al formaldehido un potencial mutagénico
y carcinogénico. Este medicamento indujo la mutacion en células diploides
humanas de la linea linfoblastica en cultivo de células, sugiriendo que el
formaldehido es carcinogénico y mutagénico en humanos. Evaluando la
mutagenicidad de diferentes selladores endodonticos que contenian formaldehido
en su composicion, se observo que estos producian mutaciones en la salmonella

typhimurium. 77

También en estudios del epitelio nasal de ratones y mucosa oral de conejos se
demostré que el contacto prolongado con el formaldehido puede producir

alteraciones precancerosas y cancerosas. 77

En 1989, la agencia internacional de investigaciones sobre cancer (IARC) reporté
que hay evidencias suficientes en relacién a la carcinogenicidad del formaldehido,

en animales y humanos. 77

El formaldehido también tiene capacidad mutagénica, induciendo mutaciones
genéticas y aberraciones cromosomicas en varios modelos experimentales y por
lo tanto debe ser considerado como sustancia de riesgo carcinogénico para seres
humanos. En 1992 durante “The Federal Panel Formadeyde”, se concluy6 que

debido a los incontables experimentos ya realizados en varias areas, el
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formaldehido deberia ser considerado como sustancia quimica con potencial
mutagénico y carcinogénico, capaz de inducir mutaciones genéticas, alteraciones

cromosomicas y desordenes respiratorios cronicos. 77

La preocupacion por los efectos del contacto directo y frecuente a que los
anatomistas, técnicos en histologia y estudiantes de medicina son sometidos,
llevaron a realizar estudios en los cuales se observo que los individuos expuestos
a dosis variadas de formaldehido, presentaron mayor riesgo de desarrollar
irritaciones en los ojos y tracto respiratorio, ademas de dermatitis de contacto y

efectos toxicos agudos. 77

La ruptura de ADN es una de las primeras alteraciones que ocurren en las células
expuestas a agentes carcinogénicos. Eso ocurre, in vitro, en experimentos con
formaldehido, siendo este posiblemente el mecanismo de la carcinogenicidad del

farmaco en humanos. 77

En los EUA, el formocresol se encuentra en el comercio especializado en frasco
con aviso de precaucion “alerta” descrita en su envoltorio, advirtiendo a la

poblacion sobre su riesgo de cancer. 77

Uso en odontologia

EL formocresol comenzé a usarse en la estomatologia en 1904, ha sido empleado
durante muchos afos y a pesar de no tener atributos curativos, ha demostrado
éxito clinico en tratamientos pulpares alcanzando gran popularidad. Buckley
considerd que la pulpa necrética remanente podia ser fijada con formaldehido y
convertida en inocua, afadiéndole tricresol, glicerina y agua para aumentar la
solubilidad y difusion del compuesto.

En la Odontopediatria, viene utilizandose desde 1930 como medicamento de
eleccién principal en pulpotomias. Sweet (referido en Lewis y Law) inicio el uso

clinico del formocresol en tratamientos pulpares de piezas primarias con un indice
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de éxito del 97%. 10, 12

Efectos adversos

Se han realizado numerosos estudios clinicos e histolégicos para evaluar la
respuesta del tejido pulpar al tratamiento con formocresol y se han manifestado
diferentes opiniones sobre los resultados obtenidos, que pasan de una presencia

de infiltrado inflamatorio a una total fijacion de la pulpa y necrosis. 110

e Efectos Locales Del Formocresol

La permanencia del formocresol en la region apical es la fuente principal de
disputa entre los autores. Algunos creen que ese tejido es pulpa vital, mientras
que otros lo identifican como una insercion de tejido conectivo. 37

Investigadores mas conservadores aun indican que el formocresol se expandiria
por el tejido pulpar y llegaria a los tejidos periapicales, originando serios dafios y
determinando un progresivo proceso inflamatorio en esa zona pocos minutos

después de colocar el formocresol sobre la pulpa radicular. 104

Consecuencias sobre el tejido periapical:

- Irritacion

- Inflamacién

- Resorcién y anquilosis

- Descomposicion del tejido pulpar radicular.

- Hipoplasias en dientes sucedaneos

- Aumento de la actividad antibacterial con el tiempo debido a que es altamente
toxico para las células, bloquea la sintesis de proteinas y RNA. 126

El formocresol procedente de una pulpotomia, ademas de acumularse en la
dentina y pulpa radicular, se expandiria también a los tejidos adyacentes llegando
a niveles detectables en el cemento, ligamento periodontal y hueso apical,

causando danos a la salud periodontal. 37
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Existe una relacién entre dientes primarios tratados con formocresol y defectos
en el esmalte en el permanente, ademas acelera la exfoliacion de los molares

primarios tratados. 114

Con respecto a los defectos de esmalte, se reportan mas relaciones con dientes
primarios infectados, ya que infecciones invasivas provenientes de enfermedad

pulpar pueden causar erosion y permeabilidad del foliculo dental protector. 114

El proceso inflamatorio periapical de dientes primarios se extiende hasta el
capuchon de desarrollo del diente permanente afectandolo durante su etapa pre
funcional de erupcion. En adicidn, la exfoliacion completa del foliculo dental puede

ocurrir con inflamacion local y supuracion. 114
o Efectos sistémicos del Formocresol

Se reportaron casos de efectos sistémicos cuando se hacen pulpotomias

multiples bajo anestesia general. 126

La distribucidén sistémica del formocresol, proveniente de pulpotomias; se ha
evidenciado en diferentes estudios realizados en animales, en los cuales se ha
observado alteraciones en algunos 6rganos internos como: higado y riidn. Lo cual
indica tener un potencial para provocar alteraciones sistémicas en humanos.
Ademas, se ha evidenciado que la cantidad de formaldehido circulante se

incrementa con el nimero de dientes tratados. 77
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1.3. Pulpa Dental

Fisiologia Pulpar

El tejido de la pulpa dentaria remeda al tejido conectivo embrionario y aloja
elementos tisulares, células, fibras, nervios, vasos, sustancia fundamental y
fibroblastos. Mediante estudios embriolégicos se ha demostrado que la pulpa
dentaria deriva de la cresta neural cefalica, cuyas células migran hacia la zona de
la mandibula y el maxilar formando los gérmenes dentales. La formacion de las
piezas dentarias comienza en la sexta semana de vida intrauterina. Se establece
una actividad proliferativa y la consecuente formacion de las laminas dentales
primarias, cada una de las cuales se dispone en una lamina vestibular y otra

dental. 19

Numerosas investigaciones han determinado que el desarrollo embrionario de un
tejido se produce por la interaccion con un tejido adyacente. En el desarrollo
dental se producen interacciones epiteliales complejas que han sido ampliamente
estudiadas. Las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular dirigen la

diferenciacion de los ameloblastos y odontoblastos. 19

La pulpa dental esta divida histolégicamente en dos zonas bien definidas que han

sido denominadas una zona central y otra zona periférica. 19

En general la pulpa presenta homogeneidad en su combinacion de células,

sustancia intercelular, elementos fibrilares, vasos y nervios. 5, 134

La zona periférica esta rodeada por la dentina calcificada. La célula presente en
esta zona es la empalizada de odontoblastos, hacia el centro, una zona
subodontoblastica, que esta libre de células y es denominada zona basal de Weil.
Aqui se ramifican plexos capilares y fibras nerviosas pequenas. Mas hacia el
centro se encuentra una zona rica en células que forman parte del estroma pulpar.
Esta zona estd formada por fibroblastos, células no diferenciadas que pueden

reemplazar a los odontoblastos diferenciandose y proliferando. 5, 134
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La zona pulpar central posee grandes vasos y nervios, fibroblastos, sustancia

fundamental y colageno. ss

Los fibroblastos presentes varian ampliamente en su grado de diferenciacion,
sintetizan y secretan la mayor parte de los componentes extracelulares como el
colageno y la sustancia fundamental o matriz extracelular que fue demostrado por
Weinstock y Leblond 22, y también el fibroblasto no es solo el principal productor
de colageno, sino que también elimina el exceso o participa en su recambio en el
tejido pulpar por la resorcion de fibras de colageno. También se encuentran
macrofagos, que pueden eliminar bacterias y cuerpos extrafios, células muertas
y otros residuos. Estas células guardan relacion con la vigilancia inmunitaria

pulpar. 58,132, 124, 129

Los neutréfilos no se hallan en pulpas normales, pero cuando hay lesion o muerte,
migran con rapidez hacia la zona afectada desde los vasos cercanos a la injuria.
Son las principales células de los microabscesos y muy eficientes en fagocitar y
destruir bacterias o células muertas. Mediante esta participacion, seleccionan

células sanas vecinas y puede generarse una inflamacion mas amplia. 71

La presencia de linfocitos y plasmocitos aparece ante la permanencia de algun
irritante ya que estas células se caracterizan por estar presentes en reacciones

inmunitarias. 71

Las células cebadas son muy comunes en pulpas inflamadas, Estas células
liberan los granulos que contiene repletos de histamina y heparina hacia el tejido
adyacente ante un proceso inflamatorio. La histamina liberada en la zona cercana
a los vasos produce vasodilatacion, o que aumenta la permeabilidad del vaso y

el liquido y asi los leucocitos pueden extravasarse. 41, 133

Los odontoblastos son las principales células formadoras de dentina, cuyo origen
esta en las células mesenquimatosas periféricas de la papila dental, durante el
desarrollo dentario, y los odontoblastos se diferencian adquiriendo su forma y su

capacidad de sintetizar y secretar glucoproteinas. Las glucoproteinas forman la
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matriz de la predentina, primero a nivel de la unién de esmalte y dentina mediante

la formacion de vesiculas de matriz. 41,133

La estructura dentinaria puede ser modificada mediante la produccion de dentina
peritubular. Es un recubrimiento hipermineralizado con poca matriz organica
en el interior del tubulo que va reduciendo su luz. Cuando el odontoblasto es
irritado, éste puede acelerar la formacion de dentina peritubular pudiendo llegar a
obliterar totalmente el tubulo en el que se encuentra haciendo que disminuya la

sensibilidad dentinaria. 41, 133

En otras situaciones clinicas el odontoblasto irritado puede secretar colageno,
material amorfo o grandes cristales, hacia la luz del canaliculo, lo que disminuye

la permeabilidad dentinaria a los irritantes. 63

Las células dendriticas son células inmunocompetentes de los sistemas y de la
piel, linfoides y hemopoyéticas. También se llaman las células interdigitantes,
reticulares, y veladas. Funcionan morfoldgica y fenotipicamente procesando los
antigenos o presentandolos a las células T, de tal modo que estimulan la

inmunidad celular. 91

La identificacion de las células dendriticas pulpares (DCs) ha generado
actividades de investigacion que han llevado a un concepto de cémo un desafio
antigénico puede evocar una respuesta inflamatoria pulpar. Aunque las células
dendriticas pulpares no pueden identificar especificamente a los antigenos
extraios, proporcionan sefiales necesarias para activar los linfocitos T, que
alternadamente orquestaran a otras células inmunocompetentes para desplegar

la defensa inmune local de la pulpa dental. 91

En un estudio se concluyd, que la inmunoexpresion de células dendriticas esta
presente en el tejido conectivo pulpar sano, localizandose en zonas estratégicas
como la zona odontoblastica y la zona central de la pulpa. La localizacion
especifica en una zona determinada de la pulpa por parte de las CD puede ser

debida al estado de inflamacién. Los procesos de inflamacién clinica de grado
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irreversible dan lugar a un aumento en el grosor de las fibras colagenas
convirtiendo a la pulpa en un tejido fibroso denso, disminuyendo el numero de
elementos celulares y dando lugar a la presencia de calcificaciones. Lo cual puede

conducir a la disminucién de CD en el tejido pulpar. 44

Elementos extracelulares de la pulpa dentaria
Fibras y sustancia fundamental o matriz extracelular
Fibras:

La mayoria de las fibras presentes en el tejido pulpar son fibras de
colageno, que forman una estructura reticular laxa para sostener a los elementos

estructurales del tejido pulpar. 56

El colageno es sintetizado y secretado por los odontoblastos y los fibroblastos. El
colageno producido por los odontoblastos luego es mineralizado a diferencia del
producido por los fibroblastos, que no calcifica, también se diferencia por el

contenido de hidroxilisina. s
Sustancia fundamental:

Denominada actualmente matriz extracelular, constituye la mayor parte del tejido
pulpar y ocupa el espacio entre los elementos formados. Esta basicamente
constituida por proteinas, carbohidratos, y agua, combinaciones de
glucosaminoglucanos tales como &cido hialurénico, condroitin sulfato y otras
glucoproteinas. 39, 123

La matriz extracelular de la pulpa dental esta compuesta primariamente por
colageno tipo | y lll. 125

Esta sustancia es hidrdfila, o sea que puede alojar una gran cantidad de agua. El
agua no es libre como en otros tejidos, sino que esta combinada formando un
estado coloidal o de gel que favorece el paso de metabolitos y residuos

hidrosolubles a través del medio. La sustancia fundamental puede liberar agua
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libre rapidamente en caso de lesion e inflamacién. 130

Las propiedades de la matriz extracelular son las que le confieren a cada tipo de
tejido conectivo sus caracteristicas funcionales. Por su resistencia a la traccion y
elasticidad, las fibras elasticas son la base de la funcion mecanica de sostén.
Debido a su consistencia y contenido hidrico, la matriz amorfa es el medio de
transporte de sustancias entre la sangre y las células de los tejidos, a la vez que

amortigua y se opone a las fuerzas de presion. 130

Las glucoproteinas adhesivas presentes en la sustancia fundamental, tales como
fibronectina y laminina, fijan las células a la matriz extracelular, actuan sobre la
morfologia de las células al influir sobre la organizacién del citoesqueleto y
contribuyen a orientar a la célula migrante, tanto durante el desarrollo embrionario

como, por ejemplo, en los procesos de cicatrizacion. 48

La sustancia fundamental rodea y da sustento a las estructuras y es el medio por
el cual los metabolitos y productos de desecho son transportados desde las
células hacia los vasos. Los principales proteoglicanos en la sustancia
fundamental de la pulpa son: acido hialurénico, dermatan sulfato y condroitin

sulfato. 85

El hialuronato, es la sal sddica del acido hialurénico, y asi se denomina a los
polisacaridos. El acido hialurénico formado por unidades de acido D glucurénico
y N acetilglucosamina, es el glicosaminoglicano mas abundante del tejido
conectivo, y es de gran importancia para la formacién de agregados de
proteoglucanos. 38 Es producido por la Hialuronato sintetasa (HAS) que esta
localizada en la cara interna de la membrana plasmatica, mientras que
otros  glicosaminoglicanos son sintetizados en el citoplasma celular, mas

concretamente en enzimas del aparato de Golgi de la célula. 49

El acido hialurénico es una molécula de alto peso molecular (cerca de 2.000

kiloDalton). 78
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Durante la dentinogénesis, el condroitin sulfato es el principal proteoglicano, sobre
todo en la capa de odontoblastos y predentina, ya que participa de la
mineralizacidn; al erupcionar el diente, aumenta el acido hialurénico y el dermatan

sulfato y disminuye el condroitin sulfato. 4

El hialuronato tiene una fuerte afinidad por el agua y controla el estado de
hidratacion. Es un componente importante de la sustancia fundamental en los
tejidos con un contenido elevado de fluido, como la gelatina de Wharton del
cordon umbilical. Es el mayor componente de las matrices extracelulares,
interviene en la regeneracion post inflamatoria con actividad especifica en la
migracion de los fibroblastos y la fibrogénesis y el receptor celular mejor
conocido para el hialuronato es el CD44. También se sabe que los
fibroblastos son los que sintetizan principalmente hialuronato en respuesta a la
estimulacion con citoquinas tales como Interleuquina 1- B (IL - 1B) y Factor de

Necrosis Tumoral a (TNF - a). 4

El contenido hidrico de la pulpa dental es muy elevado, aproximadamente del
90%; asi pues, la sustancia fundamental forma un almohadillado que puede
proteger a los componentes celulares y vasculares de la pieza dentaria vital. La
degradacion de la sustancia fundamental se puede producir en ciertas lesiones
inflamatorias, caracterizadas por una concentracion aumentada de enzimas
lisosémicas. Las enzimas proteoliticas, las hilauronidasas y las condroitin
sulfatasas de origen lisosomal y bacteriano, son ejemplo de enzimas hidroliticas
capaces de atacar a los componentes de la matriz extracelular. Las vias de la
inflamacion y la infeccion estan fuertemente influidas por el estado de

polimerizacién de los componentes de la sustancia fundamental. 29

Cuando la pulpa envejece, esta sustancia fundamental se modifica. Estudios
morfoldgicos e histolégicos han mostrado que el volumen pulpar se reduce con la
edad y que este proceso estda acompanado por fibrosis, calcificacion, atrofia

reticular, pérdida de celularidad y degeneracion odontoblastica. 113, 136
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Elementos de soporte del tejido pulpar

El riego sanguineo de la pulpa ha sido descrito por varios investigadores. Como
la pulpa es un tejido pequeino, sus vasos no alcanzan un gran tamafio y por el
foramen apical ingresan una o mas arteriolas que se ramifica en arteriolas mas
pequefias o0 metaarteriolas, surgen anastomosis arteriovenosas y lechos

microcirculatorios. 13, 31, 70

Hay una densidad capilar mayor en la zona subodontoblastica. 47 Los
capilares desembocan en pequefias vénulas, que luego salen por el apice y se

comunican con vasos del ligamento periodontal o el hueso alveolar adyacente. 32

El sistema vascular en la pulpa dental juega un rol importante en el aporte
nutritivo; de oxigeno y remueve los productos de desecho metabdlico. Los
elementos celulares de los vasos sanguineos tales como las células endoteliales,
pericitos y células asociadas contribuyen a la homeostasis junto con los nervios.

121

La presencia de linfaticos es discutida, pero algunos autores afirman que se hallan

presentes en el tejido pulpar. 65

Los nervios también ingresan por el foramen apical, algunos mielinizados y otros
desmielinizados, que son la mayoria y se ha demostrado que éstos reducen el

flujo sanguineo pulpar cuando son estimulados. 68, 38, 122

Los nervios pulpares juegan un rol critico en la regulacion del flujo
sanguineo, en el fluido del flujo dentinario y la presion. 93, 127

También hay evidencia de regulacidn neuronal de fibroblastos pulpares,
inflamacion e inmunidad. 14, 69, 79

Ademas, la inervacién pulpar participa de la homeostasis de la misma. La
invasion de células inmunes e inflamatorias en el sitio de injuria de la pulpa esta

estimulada por nervios sensitivos. 45

Las fibras nerviosas pulpares contribuyen en la angiogénesis, extravasacion de
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células inmunes y regulan la inflamacion para minimizar el dafo inicial,

manteniendo al tejido pulpar y consolidan los mecanismos de defensa pulpar. 79
Proceso inflamatorio

La inflamacién es un proceso tisular formado por una serie de eventos
moleculares, celulares y vasculares, con el objeto de defender al organismo frente
a agresiones quimicas, fisicas o biologicas a los cuales estamos expuestos
permanentemente. Los aspectos basicos que se destacan en el proceso
inflamatorio son en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a
circunscribir la zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar, la
respuesta inflamatoria es inmediata, y por lo tanto, preponderantemente
inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo posterior de una respuesta
especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio atrae a las células inmunes de
los tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares van a permitir, ademas, la

llegada desde la sangre de moléculas inmunes. 84, 102

En el sitio de la injuria se produce calor y rubor como consecuencia de
las alteraciones vasculares que determinan una acumulacion sanguinea en el
foco. También se produce tumor por el edema y el acumulo de células inmunes, y
el dolor es producido por la actuacién de determinados mediadores sobre las
terminaciones nerviosas del dolor. Clasicamente se denomin6 a estos cuatro

signos de la inflamacién como Signos de Celso. 84, 102
Fases de la inflamacion: 84, 102
De forma tedrica se puede dividir a la inflamacién en cinco etapas:

1-Liberacion de mediadores, que son moléculas, en su mayor parte son liberadas

o sintetizadas por el mastocito bajo la actuacién de determinados estimulos.

2-Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de

moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.
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3-Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su

mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4-Regulacién del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos

inhibidores tendientes a finalizar o equilibrar el proceso.

5-Reparacién. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacion
total o parcial de los tejidos dafados por el agente agresor o por la propia

respuesta inflamatoria.
Liberacion de mediadores de la inflamacion:

La fuente principal de liberacion de mediadores de la inflamacién es el mastocito.
Esta es una célula inmune inespecifica que procede de la médula ésea. El
mastocito contiene en el citoplasma granulos con mediadores de la inflamacion
preformados. La liberacion de mediadores ocurre por distintas causas, pero
quizas la mas frecuente sea la lesion directa de la célula por el agente agresivo.
Cuando la inflamacién progresa, se acumulan en el foco suficientes factores
activados del complemento, tales como los factores C3a y el C5a que actuando
sobre receptores de membrana, inducen la activaciéon del mastocito y la
consiguiente liberacion de mediadores. Otro mecanismo de activacion se
desarrolla mediante la Inmunoglobulina E que es captada en la membrana del
mastocito, ya que éste presenta receptores para la porcidon Fc de esta
inmunoglobulina (FceR). El antigeno activa al mastocito cuando conecta

especificamente con dos Inmunoglobulinas E contiguas sobre la membrana. 64, 72

Los mecanismos bioquimicos que subyacen a este proceso no son aun bien
conocidos. Parece que el proceso se inicia en la membrana con activacion de
adenilciclasa y de fosfolipasa A2. La adenilciclasa determina un incremento inicial
de la concentracién intracitoplasmatica de adenosinmonofosfato ciclico (CAMP),
mientras que la fosfolipasa A2 ataca a los lipidos de membrana produciendo acido

araquidonico. 96

38



También aumenta la permeabilidad de membrana al Calcio, con lo que se
incrementa la concentracion de este ion en el citoplasma y la liberacion de
mediadores al espacio extracelular. Estos mediadores, que se encontraban
preformados en los granulos, son principalmente histamina, enzimas proteoliticas,
el factor quimiotactico del eosindfilo, factor quimiotactico del neutrdfilo y heparina.

64

El acido araquidénico formado puede seguir dos vias metabdlicas, la de la enzima
ciclo-oxigenasa que determina la produccién de prostaglandinas (PG) y
tromboxanos y la de la lipo-oxigenasa que conduce a la formacion de leucotrienos
(LT). Todas estas sustancias de caracter lipidico, sintetizadas de novo por el

mastocito, son un segundo grupo importante de mediadores de la inflamacion. 102

El basdfilo es una célula preponderantemente sanguinea, que acude a los tejidos
durante el proceso inflamatorio y supone un refuerzo en la liberacion de
mediadores ya que se activa por los mismos mecanismos que el mastocito y libera

mediadores equivalentes a los de esta célula. 102
Efecto de los mediadores:
Mediadores preformados

La Histamina es un mediador ampliamente distribuido por el organismo aunque
se detecta principalmente en el mastocito y basdfilo. Actia sobre los receptores
H1 (histamina 1) de los vasos produce vasodilatacién e incremento de la
permeabilidad. Cuando la histamina actua sobre receptores H2 (histamina 2)

produce efectos inhibidores o reguladores de la inflamacion. 46

De las distintas enzimas proteoliticas liberadas por el mastocito, la mas
interesante es la kininogenasa que actua sobre las proteinas procedentes de la
sangre y denominadas kinindbgenos, produciendo su ruptura en péptidos mas
pequefios denominados kininas. Las kininas inducen vasodilatacién, aumento de

la permeabilidad vascular y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor. 47
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Los factores quimiotacticos como el ECF-A atraen eosindfilos al foco inflamatorio,
induciendo simultaneamente la activaciéon de estas células. EI NCF es una

proteina con capacidad de atraer y activar al neutrofilo. 111

La heparina al inhibir la coagulacién, favorece la llegada al foco inflamatorio desde

la sangre de moléculas y células. Es, ademas, un factor regulador. 111
Mediadores sintetizados de novo

La prostaglandina PGE2 es la mas importante en el proceso inflamatorio. Produce
vasodilatacién y dolor. En coordinacion con el factor C5a del complemento y LTB4

aumenta la permeabilidad vascular. 76

LTB4. Es un factor quimiotactico para eosinodfilos, neutrofilos, mastocitos vy

macrofagos. 76

Factor activador de plaquetas (PAF: Platelets Activating Factor). Este factor tiene
varias propiedades. Activa las plaquetas determinando su agregacion, con la
liberacion de mediadores por parte de estos cuerpos e inicio de los procesos de
coagulacion. Produce ademas, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular. Por otra parte, es un potente factor quimiotactico y activador de

neutrofilos. 76

Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio:

Los mediadores de la inflamacién van a producir basicamente dos efectos. En una
primera fase inicial, alteraciones vasculares que facilitan el traspaso de moléculas
desde la sangre al foco inflamatorio, asi como la produccién de edema. En una
segunda fase, mas tardia, las propias alteraciones vasculares, asi también como
la liberacion en el foco de factores quimiotacticos, determinan la llegada de células

inmunes procedentes de la sangre y de los tejidos circundantes. 102
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Fase inicial del proceso inflamatorio en general. Llegada de moléculas

1. Inmunoglobulinas. Los anticuerpos se unen y bloquean a la bacteria y sus
toxinas. La Inmunoglobulina M e Inmunoglobulina G activan el complemento por
la via clasica. La Inmunoglobulina G, a su vez, se une a los receptores por la
porcion Fc (FcR) que presentan los fagocitos en su membrana, potenciando la

fagocitosis. 84

2. Factores del complemento. Ademas de la activacion de la via clasica indicada
anteriormente, el complemento se puede activar por la via alternativa, por
productos liberados directamente por la bacteria o elemento agresor. Cuando el
complemento, siguiendo una u otra via, alcanza la via comun produce la lisis del
germen o la célula extrana inductora de la inflamacion. Los factores C3a y Cba,
actuando sobre receptores de membrana, activan al mastocito y basofilo
induciendo la liberacion de mediadores y amplificando, de esta forma, el
fendmeno inflamatorio. El C5a es un potente factor quimiotactico, mientras que el
C3b, uniéndose a receptores de membrana de los fagocitos, potencia la

fagocitosis. 46

3. Kininégenos. Sobre estas moléculas actuan las kininogenasas liberadas por el

mastocito y baséfilo dando lugar a las quininas. 46

4. Proteinas de la fase aguda. Se destacan entre ellas, a la proteina C Reactiva
(PCR) que tiene la capacidad de fijar determinados gérmenes y de activar el

complemento por la via clasica. 46

5. Factores de la coagulacion. 46

Fase tardia. Llegada de células

El Basdfilo contribuye, junto con el mastocito, a la liberacion de mediadores. 111

El Neutrdfilo es una de las primeras células en llegar al foco inflamatorio. Elimina
la bacteria mediante fagocitosis o liberando factores téxicos que contiene en sus

granulos citoplasmaticos y produciéndole, asi, una muerte extracelular. 111
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El Monocito/Macrofago procedente de la sangre y de los tejidos cercanos, llegan
al foco mas tardiamente. El monocito, en los tejidos, se diferencia en macrofago.
Esta célula presenta idénticas funciones a las sefialadas para el neutrdfilo. Actua
ademas, como célula presentadora del antigeno a las células especificas

linfocitos T y B, iniciando, de esta forma, la respuesta especifica. 111

El macrofago sintetiza un péptido inespecifico, la Interleuquina 1 (IL - 1), que es
una auténtica hormona del Sistema Inmune, ya que pasando a la sangre produce
efectos sobre distintas partes del organismo. Determina la aparicion de fiebre,
probablemente induciendo la sintesis de Prostaglandina E en las células
endoteliales que revisten los vasos sanguineos del hipotalamo; a su vez la
Prostaglandina E actua sobre el centro termorregulador. Sobre la médula ésea
favorece la produccion y liberacion de neutréfilos, con la consiguiente neutrofilia.

1M1

A nivel local, la Interleuquina 1(IL - 1) activa la proliferacion y diferenciacion de las
células T y B contribuyendo, asi a la respuesta especifica. También activa la
proliferacion de fibroblastos y produccién de colageno, fendmenos incluidos en la

fase de reparacion de la inflamacién. 102

Los Linfocitos T y B potenciados por el macrofago inician la respuesta especifica.
Las células B procedentes de los tejidos linfoides asociados a tejidos o mucosas
sintetizan Inmunoglobulina E, que unidas al mastocito o baséfilo pueden potenciar
la inflamacién. Por otra parte, las células T comienzan a producir linfoquinas que
prolongan la inflamacién en una respuesta inmune mas elaborada. El Eosindfilo,
es abundante en las infecciones parasitarias, parece ademas tener una funcién

reguladora en la inflamacion. 102
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Reparacion

Cuando las causas de la agresion han desaparecido o han sido eliminadas por la
propia respuesta inflamatoria, se inician los procesos de reparacion. Estos
procesos integran la llegada a la zona de fibroblastos que van a proliferar y
sintetizar colageno, proliferacion de células epiteliales y proliferacion de vasos

dentro de la herida. 46

La reaccion de la pulpa frente los irritantes

El proceso inflamatorio que ocurre en el tejido pulpar es extremadamente
complejo. Los cambios inflamatorios en la pulpa dental estdan acompafados por
una amplia variedad de mediadores quimicos, vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular y extravasacion leucocitaria que son mediadas por

muchos mediadores endogenos (quininas, prostaglandinas y neuropéptidos). 27

En la matriz dentinaria se han detectado varios factores de crecimiento tales como
VEGF (Factor Vascular Endotelial de Crecimiento), PDGF (Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas), EGF (Factor de Crecimiento
Epidérmico), y FGF-2 (Factor de Crecimiento de Fibroblasto). Estos mediadores
se hallan presentes en la dentina luego de una injuria como estimulos mecanicos,
quimicos o por caries y es probable que desempefien un papel importante en las

respuestas inflamatorias y cicatrizacion del tejido pulpar dafado. 27

El Factor Vascular Endotelial de Crecimiento (VEGF) es conocido como un factor
promotor de la angiogénesis, al igual que FGF-2. Un estudio reciente
demostrd que IL - 1a y TNFa aumentan la expresion del gen de VEGF en células
de la pulpa dental y fue sugerido que la citoquina pro inflamatoria inducida VEGF

contribuye parcialmente a la destruccion de tejido pulpar y periapical. 27

FGF-2 y VEGF se pueden asociar por separado a la reparacion tisular y a la

progresion de la inflamacion a pesar del hecho de que ambas citoquinas
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promueven la angiogénesis con la proliferacion y migracion de células

endoteliales. 92

Durante el proceso inflamatorio en la pulpa se produce degeneracion de las
proteinas de la matriz, y ésta requiere de la actividad de distintas endopeptidasas,
enzimas proteoliticas que son indispensables para la degradacion de la matriz

extracelular, cuyo principal componente es el hialuronato. 92

Autores como O'Boskey y Panagakos propusieron que las citoquinas
estimulan la produccion de niveles elevados de metalproteinasas de la matriz
MMP- 2 y metalproteinasas de la matriz MMP-9 por células de la pulpa humana
en cultivos celulares y que esas metalproteinasas de la matriz (MMPs)

juegan un rol importante en la inflamacién pulpar. 92

Otros autores como Tjaderhane y colaboradores sugirieron que muchas
metalproteinasas de la matriz (MMPs) son activadas por acidos bacterianos y que

tienen un rol clave en la destruccion de dentina por caries. 120

A nivel celular, las células linfocitos T son la poblacién celular predominante en
pulpa dental inflamada. 57, 66

Generalmente, en lesiones inflamatorias las células T expresan marcador
activado de memoria (CD45 RO+ /CD29+) en contraste con su marcador normal

CD45RA+/CD29-. o7

El movimiento de células T activadas desde los ndédulos linfaticos al sitio efector

esta regulado por quimioquinas y moléculas de adhesion. 18

Los linfocitos T se pueden desarrollar a células maduras que expresan
marcadores de superficie por cluster de diferenciacion (CD) que tienen diferentes
funciones. El rol de estas moléculas marcadoras de superficie es importante en
el reconocimiento de antigenos y citoquinas. Las células T Helper o ayudadoras
son clasificadas en Th1 y Th2 segun la produccién de citoquinas. Las células T

Helper Th1 produce Interferon IFN-y cuya funcion es activar a los macréfagos y
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Las células T Helper Th2 produce la citoquina IL-4 que es inductor de produccion

de Inmunoglobulina E por parte de las células B. 2

La presencia de macrofagos, células dendriticas y Linfocitos T indican que la
pulpa dental esta lista para reaccionar a la invasion bacteriana y otros irritantes.

57

Las células dendriticas son células inmunocompetentes que funcionan
morfoldgica y fenotipicamente procesando los antigenos o presentandolos a las

células T, de tal modo que estimulan la inmunidad celular. 57

Algunos estudios sugieren que las células T son las responsables de la regulacion

de los cambios inmunolégicos pulpares bajo la lesion de caries. 57

La inflamacion y la reparacién son fenomenos interdependientes. No deben
considerarse como procesos separados, sino como las fases exudativa (aguda) y
proliferativa (cronica) de un mismo proceso: la inflamacion. Entre la dinamica de

la inflamacidn pulpar y la periapical existe una variacién de entorno. 131

Las células que predominan en la fase aguda son los
leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos), mientras que en la cronica se
caracteriza por la presencia de macréfagos, linfocitos, células plasmaticas,

fibroblastos, angioblastos y fibras. 131
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1.4. Interleucina-1beta (IL-1B)

La IL-1 se describi6 originalmente en los aios cercanos a 1940 como una proteina
termolabil presente en el fluido de exudados granulociticos de animales o
humanos con fiebre. En esa época se le conocié como pirégeno enddgeno. Los
niveles circulantes de IL-1 se elevan en una variedad de situaciones clinicas y
junto con los niveles elevados de TNF e IL-6 correlacionan con la severidad de
algunas patologias, debido a su gran actividad proinflamatoria, sugiriendo que
estas citocinas participan en la respuesta del huésped para el desarrollo de la
enfermedad. La produccion de IL-1 en los tejidos contribuye a efectos locales
como la fibrosis, rompimiento de tejidos de matriz o al influjo de células

inflamatorias. 22

La interleucina-1 es el prototipo de citocina proinflamatoria que induce la
expresion de una variedad de genes y la sintesis de varias proteinas que inducen
cambios en la inflamacién aguda y cronica. Esta interleucina es el mediador de
las respuestas de defensa del organismo, sin embargo, cualquiera que sea la
situacion, la sobreproduccion sostenida de esta molécula lleva a la debilidad de
las funciones normales del huésped y por lo tanto la reduccion en su sintesis o de
sus funciones efectoras es el blanco terapéutico de muchas enfermedades.

Inicialmente la IL-1 era un producto derivado de células fagociticas activadas, sin
embargo, varias células nucleadas han demostrado su capacidad de sintesis de
esta molécula, entre ellas se encuentran los monocitos sanguineos, macrofagos
tisulares, microglia del sistema nervioso central, astrocitos, células endoteliales,
células de musculo liso, fibroblastos, células basales sinoviales, células
dendriticas de la piel, queratinocitos, células intestinales y gingivales. También los
linfocitos T de la sangre, linfocitos B normales o transformados, células del nédulo
linfatico, células NK, células placentarias, células sanguineas de recién nacido y
células dendriticas han demostrado la capacidad biosintética de esta molécula.

22
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Existen dos formas bioquimicamente distintas pero relacionadas estructuralmente
con la IL-1: la IL-B y la IL-1a. Entre ellas se tienen unicamente el 26% de
homologia y son codificadas por genes separados, localizados en el cromosoma

2 y cada gen contiene 7 exones. 22

Las dos formas de la IL-1 se sintetizan inicialmente como precursores de 31 kDa
(pro-IL-1). Ninguna de las dos moléculas contiene una secuencia senal que
generalmente indica un sitio de rompimiento para enzimas proteoliticas N-
terminal. Este hecho hace a la IL-1 como una citocina unica, ya que la pro IL-1 es
fragmentada por proteasas carboxi-terminal, generando un péptido maduro de 17
kDa. Este péptido de IL-1a e IL-1B es la forma activa de estas moléculas. La
elastasa, plasmina, catepsina G, colagenasa y serina proteasa son enzimas
implicadas en la fragmentacion de pro IL-1B para la génesis del fragmento

maduro. 22

Cuando la IL-1 llega a la circulaciéon actia como una hormona induciendo un
amplio espectro de cambios sistémicos en sistemas neuroldgicos, metabdlicos,
hematolégicos y endocrinos. Esta molécula tiene funciones regulatorias en el

proceso inflamatorio. 22

Es un coestimulante de la proliferacion de Linfocitos B y progenitores
hematopoyéticos. También se ha demostrado que induce la sintesis de
mediadores secundarios de activacion, llevando a la célula a eventos de
proliferacion y diferenciacion. De esta manera, la IL-1 induce en fibroblastos el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), en células epiteliales,
induce el factor estimulador de colonias monocito-granulocito (GM-CSF), la IL-2
en linfocitos T, la IL-6, IL-8, y TNFa en monocitos/macrofagos. La IL-1 regula la
expresion de receptores y otras moléculas de superficie como molécula de
adhesioén intercelular 1 (ICAM1) y molécula de adhesion celular vascular (VCAM)

en células endoteliales, IL-2Ra en Linfocitos T y en dosis alta induce reabsorcion
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de hueso y cartilago contrario a dosis baja que promueve proliferacion de
osteoblastos y sintesis de colageno. La IL-1 induce sintesis de PGE2 en células
sinoviales, en hematopoyesis actua como un activador temprano de progenitores
y en union con IL-3 e IL-6 estimula la diferenciacion de varios linajes. Finalmente,
presenta sinergismo con la IL-6 para la sintesis de IL-2 al favorecer la activacion
de LT, con la IL-4 para activacion de LB, y con IL-2 y TNF al aumentar la actividad
celular de NK. 90

Diferentes estudios han identificado la presencia de IL-1b en tejido pulpar
inflamado. 9, 36

Utilizando técnicas de analisis de ELISA se identifico altas concentraciones de
IL-18 en pulpas inflamadas y en fibroblastos estimulados con LPS de Escherichia

Coli, contrario a pulpas sanas. 62

La presencia de IL-1B8 e IL-6 fue evaluada en FPH estimulados con LPS de
Porphyromonas endodontalis por ELISA y RT-PCR, encontrandose que la
produccion de IL-6 era mayor pero independiente a lade IL-1B. 62 EI TNFa y la IL-
1B comparten muchas actividades biolégicas. Asi como la IL-13, el TNFa estimula
el crecimiento de fibroblastos y la produccién de colagenasa, PGE2 e interferon-
B por fibroblastos. El TNFa, también promueve la adhesién de neutrdéfilos a la
superficie del endotelio vascular y favorece la fagocitosis y degranulacion. 1

Estudios de inmunohistoquimica indican la produccion de TNFa, IL-1e IL-6 a nivel
de fibroblastos pulpares humanos (FPH) estimulados con lipopolisacaridos de

bacterias gram (-) negativas y mercaptano. 30

Los monocitos y los macrofagos son los productores importantes. La produccion
de IL-1 puede ser inducida por una variedad de agentes como son los
microorganismos, productos microbianos, agentes inflamatorios, lectinas de
plantas y antigenos. La IL-1 tiene efectos locales y sistémicos sobre las células
inmunocompetentes y otras que participan en las reacciones inflamatorias.
Algunos de estos efectos incluyen la activacion de linfocitos T, proliferacion de

linfocitos B y la estimulaciéon de éstos para la sintesis de anticuerpos. También
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afecta la quimiotaxis de neutrdfilos y células mononucleares y participa en la
modulacién de la funcion de las células endoteliales como lo es en la liberacion
de factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF),
prostaglandina 12 (PGI2), prostaglandina E2 (PGE2) y en la sintesis de factor
activador de plaquetas (PAF, por sus siglas en inglés). Por accion de la IL-1 se
aumenta la actividad del PAF y del factor tisular procoagulante (PCA), también
aumenta la adhesion de leucocitos polimorfonucleares (PMN), monocitos y lineas
celulares de leucocitos. En respuesta a la estimulacion con IL-1, los fibroblastos
gingivales y periodontales proliferan y liberan mas PGE2, ademas la sintesis de
colagena y la actividad de la hialuronidato sintetasa aumentan y se estimula la

resorcion de hueso. 22

La IL-1 y el TNF son inductores potentes de las metaloproteinasas de matriz
(MMPs), eicosanoides, oxidasa del 6xido nitrico (INOS), ligando del activador del
receptor (RANKL), productos involucrados en la destruccion de la matriz
extracelular, cartilago y resorcion de hueso. La IL-1 es importante a nivel local y
es mas potente que el TNF en la estimulacion de MMPs e impide especificamente

la reparacion del cartilago. 22

RECEPTORES IL-1

Los receptores para la IL-1 reconocen igualmente a las formas a y B g ya que IL-
1a e IL-1B disparan a los mismos receptores, algunas regiones contienen los

minimos requerimientos estructurales para su activacion. 22

Se han descrito dos tipos de receptores para la IL-1. La proteina p80 llamada IL-
1RI (receptor tipo |) y la proteina p68 llamada IL-1RII (receptor tipo 1) ambos se
encuentran presentes en la superficie de las células. Sus diferencias no
solamente residen en que son productos de genes diferentes, sino que tienen
diferencias de afinidad en la union con la IL-1, en la regulacion de su expresion,

el tipo de sefal transducida y su capacidad de ser internalizados, ya que el tipo |
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es rapidamente internalizado y permanece en el interior de la célula por 12 horas,
en cambio el tipo Il permanece en superficie por 60 minutos y es muy pobremente

internalizado. 22

El receptor tipo | pertenece a la super familia de inmunogloblulinas (Igs). Tiene un
segmento extracelular que contiene los tres dominios homologos a la Ig. El
segmento extracelular tiene varios sitios para la glicosilacion, tiene una sola
porcion transmembranal de aproximadamente 21 aminoacidos y una region
citosolica. Esta ultima region no tiene homologia con las protein-cinasas pero sus
residuos serina/treonina son fosforilados tan pronto como la IL-1 se une a los

dominios extracelulares. 22

El receptor del tipo Il también pertenece a la super familia de las Ig con tres
dominios en su segmento extracelular y con un 28% de homologia entre las
porciones extracelulares de los receptores tipo | y Il. La mayor diferencia entre
estos receptores se encuentra en su porcion citoplasmica, ya que en el caso del
receptor tipo Il esta seccién es mas corta, lo que explica su menor peso molecular
y explica las diferencias en la transduccion de sefales reportadas para este tipo

de receptor. 22

La unién de IL-1 al receptor tipo | causa la formacion de un heterodimero con una
proteina accesoria del receptor (IL-1AcP) y una vez formado este complejo se
activa una cinasa, activada por el receptor (IRAK) y la sefial se transduce al nucleo
de la célula a través de otras cinasas (TRAF 6, P1,3 cinasa, kB, MEKK y p38
MAPK). 22

Interleucina 1 Receptor antagonista (IL-1 Ra)

En 1983 antes de la clonacién de IL-1 se sospechaba de la existencia de un
inhibidor potencial de la IL-1, ya que en pacientes con altas temperaturas y con
enfermedades debilitantes o crénicas como artritis reumatoide o artritis juvenil no

presentaban evidencia de actividad biolégica de IL-1 en orina o suero. Este hecho
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llevd a la hipotesis de que la IL-1 debe estar enmascarada por moléculas
inhibitorias. Posteriormente, en 1987, de la orina de pacientes con leucemia
monocitica se aislé una molécula que bloqueaba especificamente las acciones de
la IL-1 sin afectar la funcidn del TNF. A esta molécula se le identific6 como el

receptor antagonista de IL-1 o IL-1Ra. 22

La IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra) es una glucoproteina de 22 KDa que inhibe
la union de la IL-1 a su receptor sobre células T, leucocitos polimorfonucleares y
linfocitos B. Esta molécula tiene 19% de similitud en su composicion de
aminoacidos con la IL-1a y un 26% de similitud con la IL-13. A pesar de esta
semejanza estructural no tiene actividad de antagonista. La union de IL-Ra inhibe
competitivamente al receptor, previniendo la formacion del heterodimero (con IL-
1AcP) y consecuentemente la transduccion de la sefal al nucleo. Sin embargo,
es importante notar que la afinidad de la unién de IL-1Ra al receptor de tipo | de

IL-1 es mucho mas fuerte que la misma IL-1. 22

Existe otro tipo de modulacion de la IL-1 que depende de los receptores tipo I,
recordando que éstos tienen un segmento citoplasmico corto que funcionan como
“sefiuelo” ocasionando una disminucion de la cantidad de IL-1 disponible para
unirse a su receptor tipo I. Los receptores tipo Il son fragmentados de la superficie
celular en forma soluble y se unen a la IL-1 en solucién, previniendo que esta

citocina alcance a su célula blanco. 22

Por lo tanto, la actividad de la IL-1 esta conferida con dos proteinas relacionadas
IL-1a e IL-18 ambas se unen a receptores llamados tipo | y tipo Il. El receptor tipo
| (IL-1RI) es responsable de la senalizacion especifica, mientras que el receptor

tipo Il funciona como un receptor sefiuelo que no causa estimulacioén celular. 22

En 1991 se describidé que en el fluido gingival crevicular de pacientes con
enfermedad periodontal marginal inhibidores de la IL-13 (que no es IL-1Ra) con
pesos moleculares de 10-14 kDa y otro con un peso molecular de 10 kDa

sugiriendo que existen otros mecanismos de modulacion de esta citocina que
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deben ser estudiados con mayor detalle. 22

2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS
A. Antecedentes Internacionales

Barkhordar, RA; Ghani, QP; Russell, TR; Hussain, MZ: “LA INTERLEUCINA-1 BETA
Y LAACTIVIDAD DE SINTESIS DE COLAGENO EN FIBROBLASTOS DE LA PULPA
DENTAL HUMANOS”, USA. 2002. 9

La interleucina-1 beta (IL-1beta) se reconoce como un factor clave en la mediacién de
la respuesta inmune celular. En este estudio, se midié el contenido de IL-1 beta y su
efecto sobre la sintesis de colageno en cultivos de fibroblastos derivados de pulpas
dentales sanas y enfermas. Se encontré que los fibroblastos de la pulpa enferma
contienen 2,5 veces mayores cantidades de IL-1beta y sintetizan 80% mayores
cantidades de colageno en comparacién con fibroblastos de pulpa sanos. Sin
embargo, IL-1 beta exdgena no pudo estimular la sintesis de colageno por los
fibroblastos enfermos, mientras que la sintesis de colageno por los fibroblastos de
pulpa sanos fue estimulada por mas de 2 veces. Estas observaciones implican que la
enfermedad pulpar induce anormalidades asociadas con la respuesta de fibroblastos

hacia IL-1 beta.

Silva, AC; Faria, MR; Fontes, A; Campos, MS; Cavalcanti, BN: “LA INTERLEUCINA-1
BETA E INTERLEUCINA-8 EN LA PULPA DENTAL SANA E INFLAMADA”, SAO
PAOLO. BRAZIL. 2009. 108

Se trabajo con Veinte pulpas dentales, estas fueron obtenidas a partir de los terceros
molares sanos (n = 10) y desde pulpectomias (n = 10), también se utilizé
inmunohistoquimica, un medio para la extraccion de proteinas y ensayos de ELISA.
Se obtuvieron fibroblastos a partir de pulpas dentales saludables, estimulados o no

por Escherichia coli lipopolisacarido (LPS), con el fin de simular la agresion en los
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cultivos celulares, también se obtuvieron y analizaron fibroblastos por el método de
ELISA para obtener informacion de la IL-1 beta y IL-8. Se concluy6 que las pulpas
inflamadas presentan valores elevados de IL-1 beta y IL-8 y que los fibroblastos de
células pulpares estimuladas por lipopolisacaridos (LPS) bacterianos producen

niveles mas altos de IL-1 beta y IL-8 que el grupo de control.

Hosoya, S; Matsushima, K; Ohbayashi, E; Yamazaki, M; Shibata, Y; Abiko Y: “LA
ESTIMULACION DE INTERLEUCINA-6 INDEPENDIENTE A LA PRODUCCION DE
INTERLEUCINA-1 BETA EN LA PULPA DENTAL HUMANA”, JAPAN. 1996. 62

La produccion de interleucina (IL) -1beta e IL-6 en las células humanas de pulpa dental
(HDP) en respuesta al lipopolisacarido (LPS) no ha sido bien caracterizado. En este
estudio se examind la IL-1 beta e IL-6 de las células humanas de la pulpa dental que
fueron estimuladas con lipopolisacaridos (LPS) de endodontalis Porphyromonas, que
es una bacteria Gram-negativa que se encuentra en los conductos radiculares. Los
resultados muestran que cuando las células humanas de la pulpa dental fueron
estimuladas con lipopolisacaridos (como sucede en la infeccion de la pulpa dental),
hay produccion de IL-6 e IL-1 beta; sin embargo, la produccion de IL-6 siempre
precedio a la de IL-1 beta. Se concluy6 que la IL-6 fue independiente de la molécula

de IL-1 beta en las células estimuladas con (LPS).

Chang, MC; Hung, HP; Lin, LD; Shyu, YC; Wang, TM; Lin, HJ; Chan, CP; Huang, CC;
Jeng, JH : “EFECTO DE LA INTERLEUCINA-1B EN LA EXPRESION DE ICAM-1 DE
LAS CELULAS DE LA PULPA DENTAL: PAPEL DE LA VIA PI3K/AKT, MEK/ERK, Y
LA CICLOOXIGENASA”, TAIWAN. 2014. 24

En este estudio las células de la pulpa dental humana fueron tratadas con IL-18 y co-
incubadas con LY294002 (un inhibidor de PI3K/Akt), U0126 (inhibidor de MEK / ERK),
la aspirina (un inhibidor de la COX), o el eugenol (un inhibidor de la COX) para

diferentes periodos de tiempo. La expresion de ICAM-1, IL-1RI, y el ARN mensajero

53



de IL-1RIlI (ARNm) se evalué mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR). Los resultados ponen en manifiesto que la IL-13
puede estar implicada en los procesos inflamatorios pulpares mediante la
estimulacién de la ICAM-1. Estos eventos estan asociados con la activacion de la

expresion de IL-1RI y de PI3K / Akt y MEK / ERK'y COX.

Cardoso, Maria L; Alvares, Mirta A; Aguirre, Maria V; Brandan, Nora; Lucas, Gabriela
V: “EVALUACION IN VITRO DE LA ACCION DEL FORMOCRESOL SOBRE LA
ACTIVIDAD FAGOCITARIA, NECROSIS Y APOPTOSIS EN MACROFAGOS
MURINOS”, ARGENTINA. 2005. 21

Este trabajo estudio el perfil de respuesta, in vitro de macroéfagos murinos a diferentes
dosis del formocresol (1:10; 1:50; 1:100; 1:500; 1:1000; 1:5000), analizando la
viabilidad, el indice de adherencia, la morfologia y la cuantificacion de necrosis y
apoptosis. Se demostrd que: La viabilidad de los macrofagos en cultivo, se mantienen
hasta las 2 horas, a partir del cual descienden alcanzando los valores minimos a las
24 horas. Cuando se incubaron los macréfagos a concentraciones de formocresol
(1:10; 1:50; 1:100; 1:500; 1:1000; 1:5000) la viabilidad se vio afectada con la mayor
concentracion de la droga. El indice de adherencia que marca la bioactividad de
los macrofagos fue mayor entre 15 y 30 segundos entre las diferentes diluciones
testadas, siendo mas sensible en 15 segundos. A mayor concentracion de
formocresol (1:10) se produjeron los mayores porcentajes de necrosis, disminuyendo
en funcion de la dosis, pero siendo significativa hasta la dltima dilucion. Cuando se
identificd apoptosis, esta alcanzo su maximo porcentaje entre diluciones de 1: 50 —
1:100, disminuyendo progresivamente con concentraciones mas diluidas. El efecto
del formocresol en la bioactividad del macrofago es concentracion y tiempo -

dependiente.

Tinoco Cabriales, Vc; Quesada Castillo, Ja; Maldonado Ramirez,Ma; Oliver
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Parra,R;Luna Gojon, Ba : “MUERTE LEUCOCITARIA POR TOXICIDAD DEL
PROPOLEQ”, MEXICO. 2013. 119

Evaluaron el propdleo en dilucion 1:4 aplicado a leucocitos polimorfonucleares
durante1-2 horas, observandose muerte celular en un 70%; dando significancia
estadistica. Finalmente, se debe recordar que los experimentos realizados son in vitro
y que al interactuar in vivo los elementos implicados en el experimento podria ocurrir
un efecto Buffer del organismo, ya que al diluirse el propdleo en el sistema humano
puede minimizar el efecto toxico hacia los linfocitos polimorfo nucleares mas no asi

su efecto bactericida y antiinflamatorio.

Gonzalez Rodriguez, Walkyria Del Carmen; Corona Carpio, Marcia Hortensia;
Martinez Ramos, Mayra Raquel;Garcia Milanés, Marylena ; Nufiez Antunez,
Leonardo : “PULPOTOMIAS DE MOLARES TEMPORALES EN PULPAS MUERTAS
CON TINTURA DE PROPOLEOS AL 10%”, LA HABANA. 2007. 53

Se realizd un ensayo clinico en ninos de 4 a 10 afios que presentaron molares
temporales con muerte pulpar, los cuales acudieron a la Clinica Estomatoldgica
Provincial de Santiago de Cuba entre septiembre del 2005 y septiembre del 2006, con
el objetivo de demostrar la eficacia de la tintura de propdleo al 10% en pulpotomias
(necropulpotomias). Se conformaron 2 grupos de tratamientos de 26 pacientes cada
uno: en el grupo A se empled tintura de propdleo al 10% y en el B el formocresol. Los
pacientes se evaluaron a los 7, 15 y 30 dias, sin observarse diferencias ni reacciones
adversas. Se concluyd, que la tintura de propdleo al 10% en las pulpotomias, resultd
ser tan eficaz como el formocresol, por lo que se recomienda incluir en tratamientos

endododnticos esta nueva terapéutica.

Cardoso, Maria L; Alvarez, Mirta A; Aguirre, Maria V; Lucas, Gabriela V; Brandan,
Nora C: “EFECTO, IN VITRO, DEL FORMOCRESOL Y EL SULFATO FERRICO
SOBRE MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS”, ARGENTINA. 2006. 20

55



Se utilizaron ratones isogénicos Swis CF1 (26-28g.), mismos que fueron mantenidos
con dieta estandar y agua. Las concentraciones finales de formocresol fueron 1:10,
1:100y 1:1000, en tanto que la dosis del sulfato férrico fue de 1:100, 1:1000 y 1:10000.
En el estudio, el formocresol no produjo la necrosis total de las células, sus valores
de viabilidad en la mayor concentracion (1:10), dieron como resultado un 65% de
células viables. Con el sulfato férrico se registro, en la concentracion 1:100 un 11%
de células apoptdticas. Los resultados que se obtuvieron en este estudio demuestran
que ambas drogas producen alteraciones en la bioactividad macrofagica. Sin
embargo, el formocresol causé una mayor respuesta inflamatoria, una menor

viabilidad celular y una mayor necrosis celular en comparacién con el sulfato férrico.

B. Antecedentes Nacionales

Mayta-Tovalino, F; Sacsaquispe-Contreras, S; Ceccarelli-Calle, J; Alania-Mallqui, J:
“PROPOLEO PERUANO: UNA NUEVA ALTERNATIVA TERAPEUTICA
ANTIMICROBIANA EN ESTOMATOLOGIA”, LIMA. 2012. 89

En el articulo se hace una revision bibliografica de las propiedades del propoleo y se
concluye, que al evaluar in vitro la accion antibacteriana del extracto etandlico del
propoleo, éste presenta cierto efecto antibacteriano atribuido a los flavonoides,
flavonas y demas compuestos que estan presentes en su composicién. La
composicién del propéleo varia segun el lugar de origen, influenciada por la dieta de

las abejas lo que a su vez influye en el efecto antibacteriano.

Solérzano Vigilio, Deyssi Guissela: “ESTUDIO COMPARATIVO IN VITRO SOBRE EL
EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO DE PROPOLEO,
PARAMONOCLOROFENOL ALCANFORADO E HIDROXIDO DE CALCIO EN
NECROSIS PULPAR”, HUANUCO. 2011. 112

El presente estudio fue realizado en el Centro de Salud Potracancha - Clas Pillco

Marca de Cayhuayna de la ciudad de Huanuco entre los meses de enero a marzo del
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2011, para el cual se tomd 32 muestras de pulpas dentales con diagnédstico de
necrosis pulpar, en las que se encontraron Streptococos mutans, lactobacillus,
peptostreptococos y fusobacterium luego se sometié a cada muestra a la actividad
del extracto acuoso de propdleo, al hidroxido de calcio y al paramonoclorofenol
alcanforado. Para las muestras sometidas al extracto de Propéleo, se observé a los
7 dias un leve incremento en el nivel de sensibilidad 65.6% y el 34.4% se mostraron
resistentes. Para el caso del Paramonoclorofenol Alcanforado, a los 7 dias existe un
incremento leve en el nivel de sensibilidad 34.3%, y el 65.6% fueron resistentes.
Frente a la exposicion con Hidréxido de Calcio, se evidencia a los 7 dias un
incremento considerable de sensibilidad 71.9% vy el 28.1% fueron resistentes. Se
concluyd, que a los 7 dias todos los medicamentos incrementaron su nivel de
sensibilidad, en el siguiente orden, es decir, el Hidréxido de Calcio en primer lugar, el

Extracto Acuoso de Propdleo y finalmente, el Paramonoclorofenol Alcanforado.

Rodriguez Chavez, Miguel Angel: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE CUATRO
SOLUCIONES DEL EXTRACTO DE PROPOLEO EN BACTERIAS ANAEROBIAS
FRECUENTES EN NECROSIS PULPAR CON REACCION PERIAPICAL”, LIMA.
2007. 101

En la presente investigacion se utilizé la solucion de extracto de propdleo de 50ug,
100ug, 200ug y 500ug sobre bacterias anaerobias como Porphyromona gingivalis,
Prevotella melanogenica ,Peptostreptococcus anaerobius 'y Actinomyces
odontolyticus, obteniendo formacién de halos inhibitorios. Al aplicar la soluciones del
extracto de propdleo de 50ug/10uL sobre Porphyromona gingivalis, Prevotella
melanogenica, Peptostreptococcus anarobius y Actinomyces odontolyticus se
formaron halos inhibitorios minimos (6-8mm) teniendo en cuenta el tamano del disco
(6mm), y comparandola con las otras soluciones cuyos diametros fueron mayores.
Con esto determinamos, que la solucién de extracto de propdleo a 50ug posee

actividad inhibitoria minima.
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C. Antecedentes Locales

Mauricio Caro, Monica del Rosario: “EFECTO IN VITRO DEL PROPOLEO Y DEL
FORMOCRESOL EN LAS CELULAS DE LA PULPA DENTAL EN PACIENTES DE 3
A5 ANOS, CIRCA-MAS”, AREQUIPA. 2009. ss

En el estudio se trabajé con piezas dentarias con diagndstico de pulpitis irreversible,
la pulpa dental se extrajo con tiranervios.

Se determind que la dosis fisioldgica del propdleo para células pulpares es de 10ul al
20%. Se conformaron tres grupos: propoleo al 20%, formocresol, y el grupo control; y
se hizo el postest a las 0, 24 y 48 horas para determinar la viabilidad celular. Se
determind que el propdleo generd la maxima viabilidad celular a las 48 horas que fue
de 98.12% y de 94.29% a las 24 horas, mientras que la mayor viabilidad celular del
formocresol fue de 88.33% a las 0 horas, observandose una disminucion significativa

de la viabilidad a las 24 y 48 horas de 38.75% y 14.23% respectivamente.

3. HIPOTESIS

Dado que el propoleo posee efectos antiinflamatorios, inmunoestimulantes,
hepatoprotectores, carcinoestaticos, antimicrobianos, antivirales, antifungicos,
antiprotozoarios, anestésicos, de regeneracion tisular, antioxidantes y anticariogénicas.
Por otro lado, al formocresol se le atribuye un efecto bactericida, de deshidratacion en
los tejidos pulpares con disolucion de las membranas celulares. Ademas, siendo la

Interleucina 1 beta (IL -18) un mediador importante de la respuesta inflamatoria.

Es probable que en el tejido pulpar el Formocresol presente una mayor expresiéon de IL-

18 en comparacion con el Propdleo al 20%.

58



CAPITULO lll: METODOLOGIA
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1. AMBITO DE ESTUDIO
La investigacion se llevo a cabo en el Instituto de Biotecnologia del ADN, Uchumayo.

2. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
A. Tipo de Estudio:

Experimental, puesto que se aplicé propdleo y formocresol sobre la pulpa dental,

para determinar los niveles de expresion de la IL-1p.
B. Disefio de Investigacion:

De acuerdo a la temporalidad: Es Longitudinal, porque se obtuvo informacién en

tres tiempos, 12, 24 y 48 horas de aplicados los estimulos.

De acuerdo al lugar donde se obtendran los datos: Laboratorial, puesto que la
muestra obtenida fue llevada al laboratorio, en el cual se le aplicaron dos estimulos

para determinar el nivel de expresion de la IL-1b de la pulpa dental.

De acuerdo al momento de recoleccion de datos: Prospectiva, porque la

informacion se recolecté después de la planeacion.

De acuerdo a la finalidad investigativa: Comparativa, dado que se pretendio
precisar diferencias y/o semejanzas entre el Propdleo y el Formocresol frente a la

expresion de la IL-1( de la pulpa dental.
3. UNIDAD DE ESTUDIO
Pulpa dental de piezas dentarias sanas.
4. POBLACION Y MUESTRA

A. Poblacion de estudio: La poblacién estuvo constituida por el total de piezas
dentarias de pacientes con denticion permanente completa que acudieron a la

Clinica particular “ZONERISAS”
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B. Muestra: Se trabajé con una muestra, cuyo tamafio se determin6 mediante la

siguiente formula:

n=  Zoax\2xP (1-P) + ZBxVP1 (1-P1) + P2 (1-P2)

(P1—P2)?

Donde:

Z a: 1.96 (a= 0.05)

Z[3: 0.842 (8= 0.20)

P1: Tamano del efecto esperado para el Propdleo

P1: 94.29% de viabilidad celular = 0.9429 (antecedentes investigativos)
P2: Tamano del efecto esperado para el Formocresol

P2: 38.75% de viabilidad celular = 0.3875 (antecedentes investigativos)

P1-P2=0.5

P= P1+ P2 =0.5554

2

Reemplazando:

n=  1.96xV2x0.6652 (0.3348) + 0.842x0.9429 (0.0571) + 0.3875 (0.6125)
0.30846916
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n= 1.96x10.44541792 + 0.842x40.29118334
0.30846916

n= 1.3080967 + 0.4543549
0.30846916

n= 6

Indica que el tamafio de la muestra fue de 6 pacientes para obtener 6 muestras de
tejido pulpar, sin embargo por razones de factibilidad se anadié una muestra mas
para el estudio; es decir, se trabajé con 3 muestras pulpares tanto para el grupo del
propodleo (12, 24 y 48horas) como del formocresol (12, 24 y 48horas), y 1 muestra
para el grupo control.

La seleccion de la muestra fue probabilistica (aleatoria simple).

a. Criterios de Inclusion:
Piezas dentales de pacientes en edades comprendidas entre 12 a 16 afos.
Piezas dentales sanas numero 1.4; 1.5; 2.4; 2.5; 3.4; 3.5; 4.4; 4.5 de pacientes
con necesidad de exodoncias por tratamiento ortoddntico.
Pieza dental de pacientes de ambos sexos.
Piezas dentales con estadio de Nolla 10.
Piezas dentales completamente erupcionadas.
Piezas dentales sin alteraciones de la estructura dentaria.
Piezas dentales sin fluorosis.

Piezas dentales sin alteracion del tamano y forma.
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b. Criterios de Exclusidn:
Piezas dentales de pacientes con lesiones cariosas.

Piezas dentales de pacientes con diagndstico de pulpitis.

Piezas dentales de pacientes con requerimiento de tratamiento endoddntico.

Piezas dentales con problemas periodontales.

Piezas dentales de pacientes poco colaboradores.

Piezas dentales de pacientes que presenten enfermedades sistémicas.

Piezas dentales con antecedentes de traumatismo dental.
Piezas dentales erupcionadas con apice abierto.

Piezas dentales con alteraciones de forma y estructura.

5. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

a. Definiciéon operacional de variables

Variable Indicadores Naturaleza | Escala |Tipo de
variable

Propdleo Extracto

de )

(50ul) - - Estimulo

propoleo

al 20%
Formocresol | 1:50 (50ul) - - Estimulo
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https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBoQFjAAahUKEwih9q6HhZ3IAhWF04AKHSGlDtw&url=http%3A%2F%2Fforum.wordreference.com%2Fthreads%2F%25C3%2589l-con-may%25C3%25BAscula-y-acento.755387%2F%3Fhl%3Des&usg=AFQjCNHdjXKzxc8BEFSoGZzskEZ9tUR2ug

Expresion Pares de
delalL-1B |Bases
(pb)

Cuantitativa

Razoén

Respuesta

b. Técnicas e instrumentos de recoleccién

Variable Técnica Instrumento
Propodleo
Observacion experimental |Ficha de recoleccion de
(transiluminador) datos: ficha de
Formocresol observacion

Expresion de la IL-1b

experimental
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6. PRODUCCION Y REGISTRO DE DATOS

6.1. Procedimientos para la recoleccién de datos

A. Obtencion del Extracto del Propdleo.
Extracto de Propdleo al 20%:

Preparacién de Propdleo al 10%, se tomé 10gr de la materia vegetal pulverizada
(Propdleo) y se llevd a un equipo de extraccion a reflujo, donde se agregé 100ml de

etanol a 70°GL durante 4 horas a 60°C, sin que incidiera la luz en el extracto.

Posteriormente se enfrid y se filtroé el extracto. Luego fue llevado a un matraz, donde

se anadié 100ml de alcohol de 70°GL

Preparacién al 20%: Se colocé en un tubo eppendorf 1ml del extracto al 10% y se
puso en la maquina Temp-block module Heater para poder concentrar la dosis,
mediante evaporacion del contenido de etanol, hasta llegar a la mitad del volumen

colocado o sea 0.5ml.
B. Medios de cultivo y soluciones.

DMEM “Medio de Eagle modificado por Dulbecco”. El medio DMEM es una
modificacién de medio Basal Medium Eagle (BME), contiene 4 veces la concentracién
de aminoacidos y vitaminas. Su modificacion permite la aplicacion en gran variedad
de células. Entre sus componentes se encuentra la glucosa, piruvato de sodio,

bicarbonato de sodio, L-Glutamina.

Suero bovino al 10%: Es un medio universal aplicable para el cultivo y proliferacién in
vitro y en la produccion biolégica de células animales. Entre sus principales
componentes se encuentran proteinas, enzimas, factores especificos de desarrollo

celular, lipidos, minerales, inactivantes de materiales toxicos.

Gibco® Antibiotic-Antimycotic: Se utiliza para prevenir la contaminacion bacteriana y
fungica. Esta solucién contiene 10.000 unidades / ml de penicilina, 10.000 g / ml de

estreptomicina, y 25 g / ml de Anfotericina B.
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ARN later: Cumple la funcién de estabilizar y proteger el ARN con inmediata

inactivacion de las ARNasas.

Buffer fosfato salino (PBS): Solucion acuosa y salina que contiene cloruro sédico,
fosfato sddico, cloruro de potasio y fosfato de potasio, es uno de los buffers mas
utilizados porque es isotonico es decir, la concentracion de soluto es igual dentro y
fuera de la célula, ademas no es toxico para las células. Se utiliza para diluir

sustancias utilizadas para el cultivo y para lavar los recipientes que contienen células.

Buffer lysis: Permite romper células, romper las estructuras de la membrana celular y
liberar los acidos nucledtidos, contiene tiocianato de guanidina, una sal caotropica

capaz de proteger el ARN de ARNasas enddgenos.

Beta mercaptoetanol: Se emplea en el aislamiento de ARN para eliminar proteinas
conocidas como ribonucleasas (desnaturalizar ribonucleasas) liberadas durante la
lisis celular. La accion del betamercaptoetanol es desnaturalizar irreversiblemente

estas moléculas, lo cual previene la digestion del RNA durante el procedimiento.

Buffer TE: Es un tampdn (Tris) de pH comun 7.5y EDTA, mantiene el pH de la solucién

estable, permite solubilizar el ADN o ARN mientras que lo protege de la degradacion.

Proteinasa K: Enzima usada para digerir las proteinas y eliminar la suciedad de las
preparaciones de acido nucleico. La adicion de proteinasa K a preparaciones de acido
nucleico inactiva rapidamente las nucleasas que de otro modo podrian degradar el
ADN o ARN durante la purificacién. Es muy adecuado para esta aplicacion ya que la
enzima es activa en presencia de productos quimicos que desnaturalizan las

proteinas, tales como agentes quelantes como EDTA, asi como la tripsina.

Etanol al 99.9%: Precipita los acidos nucleicos.

Wash Buffer 1: Elimina las impurezas

Wash buffer 2: Permite la eliminacion de las impurezas de la membrana de manera

efectiva mediante lavado de las columnas de purificacion.
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Agua libre de nucleasas: Evita la contaminacién por endonucleasas propias de agua,

exonucleasas de reactivos y asi mismo evita la actividad de RNAsas

Oligo (dt): Permite reconocer mARN, adecuado para su uso en la sintesis de cADN.

Se utiliza como Primer universal para la transcripcion reversa.

Reaccion Buffer: Permite mantener un pH estable, puesto que el ADNc durante su

sintesis es sensible al pH de cualquier tipo de fuente.

10mM dNTP Mix: Esta mezcla de dNTP consta de cuatro nucleétidos (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) (2 'desoxinucledsido 5'-trifosfatos), cada uno a una concentracion de 10
mM, en una solucién de 0,6 mM Tris-HCI (pH 7,5). Esta mezcla es adecuada para uso

en PCR, sintesis de ADNc.

Reverse Transcriptase: Enzima que presenta alta estabilidad térmica, permite dirigir

la sintesis de la primera hebra de ADNc a partir de un molde de ARN.

Ribolock Inhibidor: El inhibidor de “RNasa RibolLock” protege eficazmente plantillas

de ARN de la degradacion por ARNasas a temperaturas de hasta 55 ° C.
Componentes de la PCR:

Cebadores (“Primer”) u oligonucleotidos: También llamados iniciadores tienen una
secuencia corta, de entre 20 a 24 nucledtidos. Para realizar una PCR se necesita dos
Primers que son, cada uno, complementarios a una de las dos hebras del ADN.
Delimitan la zona de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los nucledtidos que

definen los extremos de la secuencia que se desea replicar.

Cloruro de magnesio (MgCI2): El cloruro de magnesio es un cofactor esencial de la
DNA polimerasa usada en PCR y su concentracion debe ser optimizada. La presencia
de agentes quelantes en la reaccion afectan la concentracion de iones Mg2+. Es por
eso que la concentracién total de magnesio debe exceder la de los dNTPs en la

reaccion.

Desoxirribonucleodtidos trifosfatados (ANTPs): Los cuatro dNTPs (dUTP, dGTP, dATP,
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dCTP), son los que forman las nuevas cadenas de DNA, y deben encontrarse en la

misma concentracion.

Enzima: La enzima que cataliza la reaccion de PCR es una ADN polimerasa
dependiente de ADN. La mas comunmente usada es la polimerasa del Thermus

aquaticus (Taq polimerasa).

Tampon Taq polimerasa: Mantiene el pH adecuado 8.4 para el funcionamiento de la

Taq polimerasa.
C. Toma de Muestra:

Obtencion de la muestra: El 6rgano dental extraido se coloco en una bolsa con suero
fisiolégico, se cubrié con un campo estéril de tela 'y se provoco una fractura en la pieza
dental con la ayuda de un martillo; se extrajo el tejido pulpar completo con una pinza

Adson sin ufa, esteril.

Inmediatamente, cada muestra de tejido de pulpa dental fue colocada en tubos
eppendorf con suero fisioldgico y trasladadas al laboratorio con cubos de hielo, para

su cultivo con diferentes estimulos.
D. Incubacioén del tejido de la pulpa dental:
Se trabajo en una camara especial de flujo laminar.

Se retird el suero fisioldgico de cada tubo eppendorf dejando solo las muestras de

tejido pulpar.
Se procedioé a aplicar el MEDIO INCOMPLETO (DMEM), para enjuagar las muestras.

Una vez enjuagadas las muestras fueron sembradas en la placa de cultivo celular con

la ayuda de una micropipeta.

Luego, se vertié en cada pozo 2ml del MEDIO COMPLETO (DMEM + suero bovino al
10% + 1ml de (Gibco® Antibiotic-Antimycotic (100X).
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Finalmente, se rotuld y se llevé a la cdmara de CO2 (37°C y 5% de CO2) para su

incubacion por 24 horas.
E. Aplicacion de Estimulos: Propdleo al 20%(50ul) y Formocresol 1:50 (50ul)

Se hicieron ensayos y pruebas piloto para determinar la dosis del Propdleo vy
Formocresol con mayor viabilidad, es por ello que se trabajé con 50ul de Propdleo al

20% y 50ul de Formocresol 1:50.

La placa de cultivo celular, contiene en cada pozo la muestra de pulpa dental, 2ml de

MEDIO COMPLETO, y se le afiadio el estimulo en la siguiente concentracion:

En el pozo N°1: GRUPO CONTROL, muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO
COMPLETO. No se aplico ningun estimulo.

En el pozo N°2: muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO COMPLETO, y se afiadio el

estimulo: 50ul de extracto de Propdleo al 20% por 12 horas.

En el pozo N°3: muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO COMPLETO, y se afadio el

estimulo: 50ul de extracto de Propdleo al 20% por 24 horas.

En el pozo N°4: muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO COMPLETO, y se afiadi6 el

estimulo: 50ul de extracto de Propdleo al 20% por 48 horas.

En el pozo N°5: muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO COMPLETO, y se afadio el

estimulo: 50ul de Formocresol 1:50 por 12 horas.

En el pozo N°6: muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO COMPLETO, y se anadio el

estimulo: 50ul de Formocresol 1:50 por 24 horas.

En el pozo N°7: muestra de tejido pulpar, 2ml de MEDIO COMPLETO, y se afiadio el

estimulo: 50ul de Formocresol 1:50 por 48 horas.

Luego, se volvid a incubar en la placa de cultivo celular con los diferentes estimulos

a 37°Cy 5% de CO2.
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Concluido el tiempo de aplicacion del estimulo a la muestra, se procedié a lavar la
muestra con buffer fosfato salino (PBS), y se le preservé en un tubo eppendorf con

“‘ARN later” congelado a -20°C, hasta su utilizacion para la extraccion del ARN.
F. Obtencién del ARN:

La medicion de niveles de expresion de IL-1B, se obtuvo a partir del ARN de las

células tratadas con Propdleo al 20% y Formocresol 1:50.

Para la extraccion de ARN las muestras fueron procesadas con: Thermo scientific,
GeneJET RNA Purification Kit de tejidos, para la obtencion y purificacion de los ARN

totales, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se procedid a enjuagar cada muestra pulpar con Buffer fosfato salino (PBS) para
retirar el RNA later, se colocd cada muestra pulpar en otro tubo eppendorf al que se
le aplicéd (PBS) para luego ser suavemente agitado, se realizo el enjuague dos veces.

Se retir6 el (PBS) quedando solo la muestra.

Se aplico 300ul de Buffer lysis y 6ul de Beta mercaptoetanol, se agité para
homogenizar, continuamente se agregd una solucion de 600ul (590ul de buffer TE y
10 ul de proteinasa K), se incubé 10 minutos a temperatura ambiente; luego, se

centrifugdé a 12000 RPM durante 5 minutos.

En otros tubos eppendorf estériles se anadié la solucién centrifugada, y ademas se

adicion6 450ul de etanol al 99.9% agitando suavemente.

A continuacion, se usaron columnas de purificacion de ARN, y se aplicé en cada
columna 700ul de la solucién preparada en el paso anterior, se procedio a centrifugar

a 12000 RPM durante 1 minuto.

El ARN queddé atrapado en la columna de purificacion, se colocé nuevos tubos
estériles para cada columna, se procedié a aplicar 700ul de “Wash Buffer 17 y se

centrifugdé a 12000 RPM durante 1 minuto.

Se eliminé la solucidon excedente, se anadié en cada columna 600ul de “wash buffer

70



2”, se centrifugdé a 12000 RPM durante 1 minuto y se volvié a retirar la solucion de

cada tubo.

Luego, se aplicd 250ul de “wash buffer 2" y se centrifugd a 12000 RPM durante 2
minutos, a continuacion se retird la solucidn excedente de cada tubo y se volvié a

centrifugar a 12000 RPM durante 1 minuto.

Posteriormente en tubos eppendorf estériles se colocé solamente la columna de
purificacion centrifugada en el paso anterior, se le aplico 100ul de “Agua libre de

nucleasas” y se centrifugd a 12000 RPM durante 1 minuto.

Por ultimo se separd las columnas de purificacion de los tubos eppendorf, en los
tubos eppendorf se encuentra el ARN obtenido en 100ul de Agua libre de nucleasas.

Se almacend congelado a -20°C hasta su procesamiento para la sintesis de ADNc.
G. Sintesis de ADNc: Reaccion de transcripcion reversa de ARN a ADNc

Para la sintesis de ADNc se utilizé el kit: Thermo scientific “cDNA Synthesis Kit”, de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se preparo una solucién Master mix, conteniendo todos los componentes del Kit que

intervienen en la reaccion y ARN, como sigue:

ARN total 2ul
Oligo (dt) 1ul
Agua libre de nucleasas Ol

Se colocod 10yl del master mix en tubos para termociclador (PCR) y se adicion6 2yl
de muestra (ARN total), para obtener un volumen de reaccién de 12ul por tubo. Las
muestras fueron llevadas al termociclador PTC 100, y se incubaron a 65°C por 5

minutos.

A continuacioén, a cada muestra se le adiciono:
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Reaccion Buffer 4ul

10mM dNTP Mix 2ul
Reverse transcriptase Tul
Riblock inhibidor 1ul

Es asi que, se anadié 8ul de solucion a cada muestra, luego se volvio a llevar al
termociclador (PCR) donde se incub6 a 42°C por 60 min y a 70°C por 5 min para
terminar la reaccion. La temperatura de incubacion no puede ser mayor a los 80°C,

ya que a esta temperatura se comienza a degradar el ADN.
El producto obtenido (ADNCc) fue congelado a -20°c hasta su uso en el PCR.
H. PCR del Gen Beta actina humana. (Control)

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método enzimatico in vitro de
amplificacion ciclica de secuencias especificas de ADN. Este método se caracteriza
por su especificidad y sensibilidad; sin embargo, debido a que la enzima utilizada Taq
DNA polimerasa no amplifica ARN, es necesario realizar como primer paso una
transcripcion inversa para formar ADN complementario (ADNc). Utilizando primers
especificos de secuencia, es posible determinar el numero de copias o la cantidad

relativa de una determinada secuencia de ADN.

Se procedié a descongelar el ADNc a temperatura ambiente.

Antes de usar los Primers del gen “IL-1beta”, se usé los Primers del gen “beta actina
humana” como CONTROL, para verificar que en el paso anterior se haya logrado

sintetizar ADNc.

Los PRIMERS “beta actina humana de avance (Forward)” y “beta actina humana de
regreso (Reverse)” vienen liofilizados (es decir deshidratado por frio), es por ello, que

se aplico buffer Tris para su reconstitucion.
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Asi mismo los PRIMERS vienen 20veces concentrados por lo que se diluyd para

lograr una concentracion de 1:

En un tubo para PCR se colocé 100ul de agua esteril +5ul del PRIMER beta actina

humana R (Reverse).

En otro tubo para PCR se colocé 100ul de agua esteril + 5ul del PRIMER beta actina

humana F (Forward).

Los Primers disueltos fueron mesclados, vertiendo en un tubo para PCR 1.5ul de beta

actina R + 1.5ul de beta actina F.

Asi mismo también se empled un Master mix, que viene preparado con los siguientes
componentes: Agua molecular autoclavable, Tampoén Taq polimerasa, Cloruro de
magnesio 50mM, Solucién de dNTPs (dTTP, dGTP, DCTP, dATP) 50uM de cada
dNTP, Taq polimerasa 5ul/ul.

Proceso:

En viales para PCR vertimos: 1.5ul de ADNc + 1.5ul de beta actina humana + 2.5ul

de Master Mix.

Luego se llevd al Termociclador para la PCR empleandose protocolos de acuerdo a

la temperatura de disociacion de cada juego de oligonucledtidos (Primers). (Tabla 1)

Tabla N° 1: Oligonucledtidos y temperatura de hibridacion para PCR para deteccion

de Beta actina humana.
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Tamafio

Citoquina (pb)* Oligonucledtidos Ta** (=C)
Beta Actina F 864 pb AGCGGGAAATCGTGCGTGACA 59°C

Beta Actina R GTGGACTTGGGAGAGGACTGG

*pb: Tamano del producto en pares base.

**Ta: Temperatura de annealing o hibridacion.
El protocolo es:

95°C por 4 min (precalentamiento).

95°C por 1 min (desnaturalizacién de proteinas).
59°C por 1 min (alineamiento).

72°C por 1 min (extension).

Y se adiciona

72°C por 5 min

4°C

Se realizé 4 ciclos de 35 repeticiones cada uno.

Concluida la PCR en el Termociclador se vieron los resultados mediante una corrida

Electroforética.
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|. Electroforesis de los productos de la PCR

Para el analisis de los productos del RT-PCR de Beta actina humana, se empled la
técnica de electroforesis en gel de agarosa. 0.75g de “Agarosa” al 1.5% + 50ml de

“‘Buffer TAE contiene (Tris Base, acido bérico, EDTA) pH 8”
Preparacion:

Se vertio en un matraz 50ml de Buffer TAE y 0.75g de agarosa, se fundi6 la solucion

de agarosa en un microondas.
Se dejo enfriar la suspension hasta que alcance unos 50°C aproximadamente.

Una vez que la solucién de agarosa alcanzé los 50°C, se le afiadio 6 uL de “SAFE
(ADN gel)” compuesto fluorescente que permite tedir el ADN y hacer posible la

visualizacion de éste cuando el gel es iluminado con luz ultravioleta.

Se sell6 con cinta adhesiva el “porta gel o soporte” donde se va a verter el gel de

agarosa y se coloco el peine que servira para formar los pocillos del gel.

Se vertié la solucién de agarosa con SAFE (ADN gel) en el soporte, previamente
sellado evitando que se formen burbujas. Se dejo polimerizar (gelificar) durante 20

minutos.

Una vez gelificado, se retiré el peine con cuidado, y se coloco el gel dentro de la
cubeta de electroforesis. Los pocillos o carriles fueron colocados cerca del catodo

(polo negativo, alambre color negro).

La cubeta o cdmara de electroforesis que contiene ahora el gel se rellené con Buffer
TAE(pH 8) de modo que las moléculas de ADN sometidas a electroforesis se
desplazan del polo negativo(alambre negro) al POLO POSITIVO(alambre rojo), ya

que a pH superiores a 5 el ADN tiene carga Negativa.
A continuacién, se aplico las muestras de ADNc que fueron sometidas a PCR:

Se coloco 6ul de cada tubo de la preparacién de ADNc en cada pocillo o carril del gel
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con una micropipeta, ademas se aplico en un carril 6ul de MARCADOR que permitio

medir la cantidad de pares de bases del gen beta actina humana.

Se tapo la cubeta de electroforesis, se conectaron los electrodos a la fuente de

alimentacion y se programo la fuente a 100 V. por 20 min.

Concluida la electroforesis se visualizé los fragmentos de ADNc en un transiluminador

con luz UV y se capturd la imagen.

Se capturd la imagen del gen de Beta actina humana, este resultado sirvi6 como

CONTROL para determinar que si se logro sintetizar ADNc.

A continuacion se realizé el mismo procedimiento pero con PRIMERS de IL-1beta

para medir la expresién de este gen.
J. PCR del Gen IL-1beta
Se procedié a descongelar el ADNc a temperatura ambiente.

Los PRIMERS “IL-1beta (Forward)” y “IL-1beta (Reverse)” vienen liofilizados (es decir

deshidratado por frio), es por ello, que se aplicé buffer Tris para su reconstitucion.

Asi mismo los PRIMERS vienen 20 veces concentrados por lo que se diluy6 para

lograr una concentracion de 1:

En un tubo para PCR se colocé 100ul de agua esteril +5ul del PRIMER IL-1beta R

(Reverse).

En otro tubo para PCR se colocd 100ul de agua esteril + 5ul del PRIMER IL-1beta F

(Forward).

Los Primers disueltos fueron mezclados, vertiendo en un tubo para PCR 1.5ul de IL-

1beta R + 1.5ul de IL-1beta F.

Asi mismo también se empled un Master mix, que viene preparado con los siguientes
componentes: Agua molecular autoclavable, Tampon Taq polimeraza, Cloruro de

magnesio 50mM, Solucién de dNTPs (dTTP, dGTP, DCTP, dATP) 50uM de cada
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dNTP, Taq polimeraza 5ul/ul.
Proceso:

En viales para PCR se vertié: 1.5ul de ADNc + 1.5ul de IL-1beta + 2.5ul de Master
Mix.
Luego se llevo al Termociclador para la PCR empleandose protocolos de acuerdo a

la temperatura de disociacion de cada juego de oligonucledtidos (Primers). (Tabla 1)

Tabla N° 1: Oligonucledtidos y temperatura de hibridacion para PCR para deteccion

de Beta actina humana.

Tamafio

(pb)™
IL-1 beta F(5)  502pb CACGATGCACCTGTACGATCAC 52°C

Citoquina Oligonucledtidos Ta** (°C)

IL-1beta R(3) CATTCAGCACAGGACTCTCTGG

*pb: Tamano del producto en pares base.

**Ta: Temperatura de annealing o hibridacion.
El protocolo es:

95°C por 4 min (precalentamiento).

95°C por 1 min (desnaturalizaciéon de proteinas).
52°C por 1 min (alineamiento).

72°C por 1 min (extension).

Y se adiciona

72°C por 5 min

4°C
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Se realiz6 4 ciclos de 35 repeticiones cada uno.

Concluida la PCR en el Termociclador se vieron los resultados mediante una corrida

Electroforética.
K. Electroforesis de los productos de la PCR

Para el analisis de los productos del RT-PCR de IL-1beta, se empled la técnica de
electroforesis en gel de agarosa. 0.75g de “Agarosa” al 1.5% + 50ml de “Buffer TAE

contiene (Tris Base, acido boérico, EDTA) pH 8”
Preparacion:

Se vertié en un matraz 50ml de Buffer TAE y 0.75g de agarosa, se fundié la solucion

de agarosa en un microondas.
Se dejo enfriar la suspension hasta que alcanzé unos 50°C aproximadamente.

Una vez que la solucion de agarosa alcanzoé los 50°C, se le afiadio 6 uL de “SAFE
(ADN gel)” compuesto fluorescente que permite tedir el ADN y hacer posible la

visualizacion de éste cuando el gel es iluminado con luz ultravioleta.

Se sellé con cinta adhesiva el “porta gel o soporte” donde se va a verter el gel de

agarosa y se coloco el peine que servira para formar los pocillos del gel.

Se vertié la solucién de agarosa con SAFE (ADN gel) en el soporte, previamente
sellado evitando que se formen burbujas. Se dejo polimerizar (gelificar) durante 20

minutos.

Una vez gelificado, se retir6 el peine con cuidado, y se coloco el gel dentro de la
cubeta de electroforesis. Los pocillos o carriles fueron colocados cerca del catodo

(polo negativo, alambre color negro).

La cubeta o camara de electroforesis que contiene ahora el gel se rellené con Buffer
TAE(pH 8) de modo que las moléculas de ADN sometidas a electroforesis se

desplazaron del polo negativo(alambre negro) al POLO POSITIVO(alambre rojo).
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A continuacién se aplicé las muestras de ADNc que fueron sometidas a PCR:

Se coloco 6ul de cada tubo de la preparacion de ADNc en cada pocillo o carril del gel
con una micropipeta, ademas se aplico en un carril 6ul de MARCADOR “100 bp
ladder’ que permiti6 medir la cantidad de pares de bases del gen IL-1beta. Este
marcador consta de 15 fragmentos de entre 100 y 1500 pb, la banda que marca los
600 pb es aproximadamente de 2 a 3 veces mas brillante que las otras bandas de

escalera para proporcionar orientacion.

Se tapo la cubeta de electroforesis, se conectaron los electrodos a la fuente de

alimentacion y se programo la fuente a 100 V. por 20 min.

Concluida la electroforesis se visualizo los fragmentos de ADNc en un transiluminador

con luz UV.

Se concluy6 al capturar la imagen de la expresion del gen IL-1 beta, a diferentes

horas y estimulos.
6.2. Plan de Tabulacién, procesamiento y presentacién de los datos.

Una vez recolectados los datos, estos fueron tabulados en una matriz de
sistematizacién en una hoja de calculo Excel version 2013; a partir de esta se proceso
los datos para luego presentarlos en el capitulo de resultados utilizando para tal fin

tablas de simple y doble entrada.

. TECNICAS DE ANALISIS DE DATOS

El analisis de datos, dada la naturaleza cuantitativa de la variable de estudio
(expresion de la IL-1beta), se llevd a cabo hallando medidas de tendencia central
(media aritmética y mediana) y de dispersion (desviacién estandar, valores minimos
y maximos).

Partiendo de la primigenia que, la IL-1beta es un mediador proinflamatorio que se
induce y reacciona de igual manera en cualquier unidad de estudio, ademas,
teniéndose en cuenta que las unidades de estudio de la investigacion han sido
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controladas (con criterios de inclusidon y exclusién) y no presentan ninguna
enfermedad local o sistémica que las puedan alterar, se concluye que el
comportamiento de una unidad de estudio es indicativo del resto. Por lo expuesto se
demuestra que el grupo de estudio de la investigacion es homogéneo, debido a ello
se trabajé con una unidad de estudio para cada estimulo (propdleo y formocresol) y
para cada medicion (12, 24 y 48horas); entonces no son necesarias las pruebas

estadisticas.

. RECURSOS

A. Humanos
-Investigador: Rayniero Manrique Rodriguez
-Asesores:

e Director Técnico: Mg.Marita Gomez Munoz
e Metodoldégico: Dr.Xavier Sacca Urday

e Redaccion: Dra.Maria Luz Nieto Muriel

B. Financieros

-El presente estudio fue financiado en su totalidad por el investigador.
C. Materiales

-Unidad dental

-Esterilizadora

-Guantes

-Barbijo

-Gorra de quiréfano
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-Espejo bucal

-Pinza de algodon
-Explorador

-Cureta de dentina
-Tijera

-Anestesia

-Gasas

-Jeringa para Carpule
-Agujas

-Sindesmétomo

-Forceps para premolares superiores
-Forceps pico de milano
-Sutura

-Camara de Flujo laminar
-Centrifugadora
-Incubadora de Co2
-Pipetas

-Autoclave
-Refrigeradora
-Congeladora

-Tubos eppendeford 1.5ml

81



-Frascos estériles

-Tubos Falcon

-Placas de cultivo celular

-Suero bovino

-Medio DMEM

-Gibco (Antibiético - Antimicaético)
-Agua Esteéril

-Cloruro de sodio

-Alcohol comercial

-Microopipetas o tips

-Kit para la extraccion de ARN

-Kit para la sintesis de ADNc
-Cebadores de Beta actina humana
-Cebadores de IL — 1beta
-Reactivo precipitador de proteinas
-Etanol

-Buffer de carga

-Marcador de peso molecular
-Propdleo

-Equipo de extraccién a reflujo

-Maquina Tempo-block module Heater



-Formocresol.

-Maquina para PCR

-Gel de agarosa

-Camara electroforética
-Transiluminador

-Camara fotogréfica.
-Computadora

-Calculadora

-Utileria de escritorio

D. Institucionales

- Universidad Alas Peruanas.
- Instituto de Biotecnologia del ADN. Uchumayo.

- Clinica particular “ZONERISAS”
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
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1. PRESENTACION DE RESULTADOS

Cuadro N° 1

Comportamiento de la expresién de la Interluecina-1beta por efecto del

propdleo 20% en tejido pulpar sano

Medicion
IL — 1 beta 12 horas 24 horas 48 horas
Media Aritmética
(Promedio) 0 0 0
Desviacion | s | mmmmmeeee | e
Estandar
Valor Minimo 0 0 0
Valor Maximo 0 0 0
Total de muestra 1 1 1

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:
Se observa, que tanto a las 12, 24 como 48 horas existe inhibicion total de la citoquina

(IL-1beta). Asi mismo, la inhibicion de la IL-1beta en los tres momentos nos indica la
relacion independiente de la sustancia con el tiempo. Por otro lado, la desviacidon
estandar demuestra que no hay dispersion o variabilidad indicando que el efecto del

propdleo en la inhibicién de la IL-1beta es homogéneo.
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Cuadro N° 2

Comportamiento de la expresion de la Interluecina-1beta por efecto del

formocresol 1:50 en tejido pulpar sano

Medicion
IL — 1 beta 12 horas 24 horas 48 horas
Media Aritmética
(Promedio) 0 0 0
Desviacion | s | mmmmmeeee | e
Estandar
Valor Minimo 0 0 0
Valor Maximo 0 0 0
Total de muestra 1 1 1

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

Se observa, que tanto a las 12, 24 como 48 horas existe saturacion total de los ARNm

de (IL-1beta) hasta la extincidn del gen. Asi mismo, la saturacion de receptores de la IL-

1beta en los tres momentos indica la citotoxicidad del estimulo y su relacién

independiente con el tiempo. Ademas, la desviacion estandar demuestra que no hay

dispersion o variabilidad indicando que el efecto del formocresol frente a IL-1beta es

homogéneo.
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Cuadro N° 3

Comparacioén de la expresion de la Interleucina-1beta
por efecto de propdleo 20% y formocresol 1:50 en

tejido pulpar sano a las 12 horas

Medicion a las 12 horas
IL — 1 beta Propdleo Formocresol
20% 1:50
Media Aritmética
(Promedio) 0 0
Desviacion | @ s | memmeees
Estandar
Valor Minimo 0 0
Valor Maximo 0 0
Total de muestra 1 1

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

Se evidencia, que a las 12 horas hay inhibicion de la IL-1 beta por el propédleo y

saturacion total de los ARNm de la IL-1beta en el caso del formocresol.
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Cuadro N° 4

Comparacioén de la expresion de la Interleucina-1beta
por efecto de propdleo 20% y formocresol 1:50 en

tejido pulpar sano a las 24 horas

Medicion a las 24 horas
IL — 1 beta Propdleo Formocresol
20% 1:50
Media Aritmética
(Promedio) 0 0
Desviacion | e | ememeeee-
Estandar
Valor Minimo 0 0
Valor Maximo 0 0
Total de muestra 1 1

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:

En la tabla se muestra que a las 24 horas de aplicados los dos estimulos, el gen de |L-1

beta se inhibi6 por el extracto de propdleo y en el caso del formocresol, se extinguid por

saturacion total de los ARNm de la IL-1beta.
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Cuadro N° 5

Comparacioén de la expresion de la Interleucina-1beta por efecto de

propodleo 20% y formocresol 1:50 en tejido pulpar sano a las 48

horas
Medicion a las 48 horas
IL — 1 beta Propodleo Formocresol Control
(V) .
20% 1:50 (sin estimulo)
Media Aritmética
(Promedio) 0 0 0
Desviacion | - | ememeeeee
Estandar
Valor Minimo 0 0 0
Valor Maximo 0 0 0
Total de muestra 1 1 1

Fuente: Matriz de datos

Interpretacion:
En el cuadro N° 5 se percibe que a las 48 horas de aplicados los estimulos, hay ausencia

de la IL-1 beta para ambos casos, por genotoxicidad de la IL-1beta en el caso del
formocresol y por un efecto inhibitorio en el caso del propdéleo. Asi mismo, se observa la
ausencia de esta citoquina en el grupo control, puesto que en tejido pulpar sano ésta no

se induce.
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2. DISCUSION

La agresion a la pulpa dental puede acontecer al uso de drogas en tratamientos pulpares,
traumatismos, o incluso infecciones bacterianas provenientes de lesiones cariosas o
enfermedad periodontal; es asi que, cual fuese el estimulo va a desencadenar una
respuesta inflamatoria compleja, en donde los macrofagos liberaran grandes cantidades
de oxigeno reactivo (ROS), especies de nitrogeno (RNS), o6xido nitrico (NO), vy
numerosas citocinas. La sobreexpresion de estos mediadores provoca respuestas

patologicas, agudas o cronicas, en el tejido. 116

Frente a esto, en la actualidad se siguen realizando estudios para encontrar la droga
ideal en la terapéutica pulpar, aquella que posea mayor biocompatibilidad, asi mismo
que demuestre éxito clinico, radiografico e histologico. Es asi que en las ultimas
décadas, se plantea el estudio de la pulpa desde una vision molecular y de su biologia
celular, cuyo objetivo es obtener nuevas modalidades restaurativas en la odontologia
clinica, con minima o nula agresion hacia el tejido pulpar. Ademas, se vienen realizando
numerosas investigaciones tanto con materiales que se encuentran en el comercio asi
como con nuevas sustancias naturales tal es el caso del propdleo o la tara; con el fin de

encontrar el farmaco ideal.

Por lo expuesto, es que en la presente investigacion se estudié la expresion de la
Interleucina- 1 beta en el tejido pulpar, aplicando como estimulos propéleo y formocresol,
el proposito fue determinar el nivel de inocuidad o agresién de estas dos sustancias
hacia el tejido pulpar; demostrandose que la adicion de propdleo al 20% no libera ni
induce IL- 1beta, suceso antagoénico a la aplicacién de formocresol 1:50, en donde la

citotoxicidad de la droga agota los ARNm de la IL-1b hasta extinguirse.

Estudios previos realizados sobre las propiedades antiinflamatorias del propéleo y su
potencial para estimular la inmunidad celular confirman y respaldan los resultados de

esta investigacion. Segun Ewelina Szliszka y cols, en su estudio “Composicién quimica
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y efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de propdleo Brasilero en macréfagos
activados J774A.1", sostiene que el propdleo no disminuye la viabilidad celular ni
produce citotoxicidad; ademas al estimular a macréfagos con lipopolisacaridos
(endotoxinas) de bacterias gram (-), se induce una fuerte liberacion de IL-1, IL-6, IL-12,
y TNF-a (citoquinas proinflamatorias) por los macréfagos, sin embargo, la liberacion
positiva de estas citoquinas es bloqueada por el extracto de propdleo. Por otro lado,
también estudia la presencia de IL-3, IL-5, IL-9, IL-10, IL-17, IFN-y (citoquinas

antiinflamatorias), evidenciandose que no son afectadas por el propéleo. 116

Asi mismo, Shi y Wang, notaron que los extractos de propdleo chinos suprimen ARNm
y la expresion de proteinas de IL-13 e IL-6 inducida por lipopolisacaridos (LPS) en las
células RAW264.7. 107, 128 De igual manera, Blonska y col. informaron de la inhibicion
del ARNm de IL-1 B y expresidon de proteinas en los macrofagos estimulados con LPS

J774A.1 por el extracto de propdleos, atribuyéndole esta accion a y sus flavonas. 11

En un estudio donde se evalud la cantidad de actividad biolégica del propdleo; se
concluye, que entre los componentes del propoleo, el acido cafeico fenetil éster (CAPE)
es un potente modulador, produciendo efectos inhibidores sobre la produccion de
citocinas pro-inflamatorias (interleucina-1 3 (IL-1 B)), factor de necrosis tumoral a (TNF-

a) y la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1). 109

Otra investigacion, “Propodleo verde de Brasil: propiedad antiinflamatoria por una
actividad inmunomoduladora”, refiere que la propiedad antiinflamatoria del propdleo se
debe la inhibicibn de citocinas pro-inflamatorias y aumento de citoquinas
antiinflamatorias que sugieren una actividad inmunomoduladora. Ademas, su efecto
inmunomodulador se debe a la regulacion del reclutamiento de células en la zona
inflamada, disminuyendo la accién de los neutréfilos que podria ser perjudicial para los
tejidos inflamados. Estos datos comprueban los del presente estudio, donde se observo
inhibicion de la IL-1beta en los tres tiempos de estudio confirmandose el poder

antiinflamatorio del propéleo y su actividad inmunomoduladora. 83
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Por otro lado, la buena tolerancia del propdleo a los tejidos pulpares también se ha
demostrado en el estudio “Efecto in vitro del propodleo y del formocresol en las células de
la pulpa dental en pacientes de 3 a 5 afios, CIRCA — MAS, 2009”, se concluye que el
extracto etandlico de propdleo al 20% en células pulpares genera su maximo promedio
de viabilidad celular (98.12%) a las 48 horas, ademas de no producir apoptosis ni
hidrolisis del ADN a las 24 ni 48 horas, en comparacion con el formocresol puro, que
produjo una disminucioén significativa de la viabilidad celular a las 48 horas, no
produciendo apoptosis pero generando hidrdlisis del ADN al 100% a las 24 y 48horas.
88 Estos datos concuerdan con el presente estudio, en donde se realizaron pruebas piloto
para determinar la dosis de propdleo y formocresol con mayor viabilidad del tejido pulpar
y por consiguiente integridad del ADN, necesaria para poder evaluar a la IL — 1 beta, es
asi que se decide trabajar con 50ul de extracto de propdleo al 20% y 50ul de formocresol
en concentracion 1:50, puesto que presentaron el mayor porcentaje de viabilidad celular
a las 48 horas y por lo tanto de totalidad del ADN, esto es demostrado al hacer una
prueba control con el gen Beta Actina Humana, comprobando la integridad del ARNm

interpretado como ADNCc.

Referente al Formocresol, sustancia ampliamente utilizada en el tratamiento pulpar de
dientes temporarios, hay estudios que refieren un alto poder citotéxico. Cardoso, Maria
L. y cols. sostienen, que hay estudios suficientes que demuestran el poder citotdxico del
formocresol, encontrandose concentraciones significativas de éste en el ligamento
periodontal, hueso, pulpa y dentina posterior a un tratamiento pulpar; ademas, se ha
demostrado que la pulpa y los tejidos periapicales inflamados contiene una gran variedad
de células inmunocompetentes, con predominancia de macrofagos, que frente a un
estimulo liberan citoquinas proinflamatorias como son IL-1beta, IL-6, TNF-alfa, la
liberacién de estas citoquinas a partir de macrofagos tiene un importante efecto en el
reclutamiento, proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, favoreciendo la reabsorcién
0sea, este es el mecanismo a través del cual se inducen todos los estadios de lesiones

periapicales. 21
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Gomez Munoz Marita, comprueba en el estudio “Efecto del formocresol en la produccién
de radicales libres e induccion de apoptosis de macréfagos murinos”, el poder
genotoéxico del formocresol al evaluar su efecto en macréfagos murinos en funcién de la
concentracion [1:10, 1:50, 1:300], a partir de las 3 horas se evidencia fragmentacion del

ADN, siendo mayor en las dosis mas altas. 52

Luis Tambillo G., Alberto Manchego S. y cols. evaluan en su estudio la expresion de
citoquinas proinflamatorias de leucocitos de alpaca al enfrentarlos a extracto total de
Clostidium como estimulo. Midiendo los niveles de (TNFaq, IL-1a, IL-1B e IL-6)a 1, 12y
24 horas de exposicion. Ademas, mencionan que las citoquinas siempre siguen un orden
cronologico de expresion, donde el TNFa se produce al principio de la inflamacion
continuando con oleadas de IL-1 y posteriormente por IL-6. Se demuestra, que hay una
produccion elevada de TNFa a la hora de incubacion, sin embargo, decae a las 12 horas
y a las 24 horas se observa un ligero aumento de la expresion; para IL-1a se observa un
patron similar. Caso contrario con la IL-1beta, donde evidencia bajos niveles de
expresion a la hora de incubacion, esto es debido a que las plaquetas que si bien es
cierto son anucleadas, contienen y almacenan en su citoplasma ARNm de citoquinas
como IL-1beta secretandola inmediatamente después del estimulo, siendo este
mecanismo el fundamento por el cual se logra registrar una escasa cantidad de IL-1beta.
No obstante, a las 12 horas ocurre una alta expresion de esta citoquina, debido a que la
expresion de ARNm del gen de la IL-1B ocurre 15 minutos después de la unién con el
ligando, alcanzando un pico maximo a las 3 o 4 horas, manteniéndose los niveles por
mas de 20 horas. Sin embargo, la produccién de la IL-1beta cay6é a las 24 horas,
probablemente a la reducida duracion del ARNm, o debido a un agotamiento antigénico
y de ARNm. 118 Estos resultados son acordes con los de nuestra investigacion, donde
se tomaron tiempos de (12, 24 y 48 horas) para la medicidn de la IL-1beta, garantizando
una correcta medicion por la integridad de ADN que fue controlada.

Ademas, se infiere que la inexistencia de IL-1beta a las 12, 24 y 48 horas en las
muestras estimuladas con formocresol es debido a que esta molécula no se almacena

intracelularmente, sino que es producida luego de una sefalizacion celular, sefializaciéon
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que va agotandose por toxicidad del estimulo que ocasiona saturacion de receptores,
por consiguiente, la ausencia de IL-1en pulpas estimuladas con formocresol a partir de
las 12 horas demuestra que la citotoxicidad del estimulo agota los ARNm del gen y
satura lo receptores ocasionando un descenso hasta la extincion del gen, como se
evidencio en los 3 tiempos estudiados; pese a que esta citoquina deberia expresarse
hasta mas alla de 24 horas, se alude que el estimulo agresivo la agoté tempranamente.

61

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion se concluye, que el efecto del
formocresol sobre el tejido pulpar produce una respuesta inflamatoria y toxicidad a nivel
genético, en este caso en la IL-1beta. Caso contrario con el propdleo, pues se
comprueba su alto poder antiinflamatorio y modulador de la inmunidad al inhibir la
liberacion de la IL-1beta; por lo tanto, el propdleo al 20% seria una droga prometedora

para su uso en la terapéutica pulpar.
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CONCLUSIONES

Primera:

El extracto de propdleo al 20% inhibio la sintesis de la IL-1beta en el tejido pulpar a las

12, 24 y 48horas, confirmando su alto poder antiinflamatorio y sin injuria de los tejidos.

Segunda:

El formocresol en concentraciéon 1:50, evidencio su gran poder citotoxico y genotdxico al

agotar el ARNm de la IL-1beta hasta su extincion, en los tres tiempos de estudio.

Tercera:

El propoleo demostré ser un material biocompatible a nivel genético al inhibir la

expresion de IL-1beta debido a su potencial antiinflamatorio y regulador de la inmunidad.

Por lo tanto se acepta la hipdtesis planteada.
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RECOMENDACIONES

Primera:

Habiéndose comprobado las bondades del propdleo in vitro, se sugiere realizarse
ensayos in vivo, para estandarizar la dosis y analizar su eficacia clinicamente.

Segunda:
Realizar nuevas investigaciones comparando los materiales que se aplican actualmente
en odontologia con alternativas naturales.

Tercera:

Se recomienda también continuar con estudios genéticos del propdleo para poder

confirmar sus demas propiedades en el tejido pulpar.
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ANEXO N°1
INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

1. Ficha del comportamiento de la expresioén de la IL-1beta en tejido pulpar.

Grupo control

Expresién de T
IL-1 beta

Tamano de Control Fecha Hora
amplificacion

(502pb)

O U =S m

Corrida Muestra N° 1

electroforética

48 horas

para medir IL-
1 beta en
pares de

bases (pb)
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2. Ficha del comportamiento de la expresiéon de la IL-1beta por efecto del

propodleo en el tejido pulpar.

Propdleo 20%

-

Expresién de
IL-1 beta

Tamaino de
amplificacion
(502pb)

O T = m

Propdleo 20%

(50ul)

Fecha

Hora

12 horas
Corrida

electroforética

para medir IL-

Muestra N° 2

1 beta en

pares de 24 horas

bases (pb)

Muestra N° 3

48 horas

Muestra N° 4
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3. Ficha del comportamiento de la expresion de la IL-1beta por el efecto del

formocresol en el tejido pulpar.

Formocresol 1:50

electroforética

para medir IL-

Expresion de T
|
IL-1 beta
E
Tamano de M Formocresol
amplificacion P 1:50 Fecha Hora
502pb (o)
( Pb) (50ul)
Muestra N° 5
12 horas
Corrida

1 beta en
pares de
bases (pb)

Muestra N° 6

24 horas

48 horas

Muestra N° 7
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ANEXO N° 2
SECUENCIA FOTOGRAFICA

Preparacion de Propéleo al 20%
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. Toma de Muestra
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[l. Incubacién del tejido pulpar dental
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IV.  Aplicacion de Estimulos: Propéleo al 20% y Formocresol 1:50
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Preservacion de las muestras en “ARN later”
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V. Obtencion de ARN

Kit
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VI. Sintesis de ADNc

Kit

124



C-100" Programmable Thermal Controlier
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VIl.  PCR del Gen Beta Actina humana. (control)
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VIIl. Electroforesis de los productos de la PCR

Preparacién del Gel de Agarosa
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Uso del porta geles y camara electroforética

129



130



131



IX. PCR del Gen IL-1beta
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Safe Imager™”

Sinntregen
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PROPOLEO FORMOCRESOL
C 12h 24h 48h 12h 24h 48h
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ANEXO N° 3




