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RESUMEN

FASE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS DEL POTENCIAL ANTI
RESORTIVO DE LA N - ACETILCISTEINA (NAC), EL PROPIONATO
DE CLOBETASOL Y EL HIDROXIDO DE CALCIO EN UN MODELO IN

VITRO DE CELULAS U937

La resorcién radicular es una de las mayores preocupaciones en
endodoncia. Es importante que el clinico conozca las diferentes
opciones de tratamiento, sus repercusiones y probabilidades de éxito
para establecer o elegir la informacién suficiente para optimizar los
recursos.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial antirresortivo
de la N-acetilcisteina, el propionato de clobetasol y el hidroxido de
calcio en un modelo in vitro de células U937 fusionadas con PEG. La
expresion de ROS, presenta diferencias en los todos tratamientos entre
los dias 2 y 4, sin embargo, muestra menor intensidad de fluorescencia
el tratamiento con hidréxido de calcio, tanto al dia 2 como al dia 4. Al
evaluar la expresion de células TRAP + al dia 2 y 4 de cultivo, se
evidencio en el dia 2 una mayor expresion de células multinucleadas
TRAP+ al usar hidréxido de calcio y clobetasol en comparacién con los
grupos tratados con curcumina y NAC. Al dia 4 se puede observar una
disminucién menor al 50% de las células multinucleadas TRAP+ con
todos los tratamientos. En la evaluacidn del porcentaje de resorcion
0sea, al dia 4 se observa que NAC presenta una mejor actividad
antirresortiva que el hidréxido de calcio, aunque no de manera
significativa. En cuanto a la formacién de anillos de actina, en los
grupos tratados con clobetasol hay menos desorganizaciéon de los
anillos de actina, seguido de los grupos tratados con NAC e hidréxido
de calcio.

Al evaluar los perfiles de biocompatibilidad y eficacia del uso de la
NAC, el propionato de clobetasol y el hidréxido de calcio en un modelo
in vitro de células U937 fusionadas con PEG sobre laminas de hueso,
observamos que los nuevos medicamentos propuestos tienen una
importante capacidad antirresortiva al disminuir la osteoclastogénesis
y la actividad de las células osteoclasticas maduras y este mecanismo
se mantiene en el tiempo; por lo que pueden ser beneficiosos en el
manejo de diferentes procesos patolégicos perirradiculares.
Sugerimos evaluar la capacidad de difusién de los materiales
evaluados a través de la dentina, y su papel amortiguador para
determinar su potencia antirresortiva al ser utilizados como
medicamentos intraconductos.

Palabras clave: N acetilcisteina - Anti resortivo - Clobetasol - Células
U937 - Hidréxido de calcio



ABSTRACT

EXPERIMENTAL PHASE AND RESULTS OF THE ANTIRESORPTIVE
POTENTIAL OF N-ACETYLCYSTEINE (NAC), CLOBETASOL
PROPIONATE AND CALCIUM HYDROXIDE IN AN IN VITRO MODEL
OF U937 CELLS.

Root resorption is a major concern in endodontics. It is important for
the clinician to be aware of the different treatment options, their
repercussions and probabilities of success in order to establish or
choose sufficient information to optimize resources.

The aim of this study was to evaluate the antiresorptive potential of N-
acetylcysteine, clobetasol propionate and calcium hydroxide in an in
vitro model of PEG-fused U937 cells. ROS expression, evaluated as
Mean Fluorescence Intensity, shows differences in the different
treatments between days 2 and 4, however, the calcium hydroxide
treatment shows lower fluorescence intensity, both at day 2 and day 4.
When evaluating the expression of TRAP+ cells at day 2 and 4 of
culture, a higher expression of TRAP+ multinucleated cells was
evidenced at day 2 when using calcium hydroxide and clobetasol
compared to the groups treated with curcumin and NAC. At day 4 a
decrease of less than 50% of TRAP+ multinucleated cells can be
observed with all treatments. In the evaluation of the percentage of
bone resorption, at day 4 it is observed that NAC presents a better
antiresorptive activity than calcium hydroxide, although not
significantly. Regarding the formation of actin rings, in the groups
treated with clobetasol there is less disorganization of the actin rings,
followed by the groups treated with NAC and calcium hydroxide.

When evaluating the biocompatibility and efficacy profiles of the use
of NAC, clobetasol propionate and calcium hydroxide in an in vitro
model of U937 cells fused with PEG on bone lamellae, we observed that
the proposed new drugs have an important antiresorptive capacity by
decreasing osteoclastogenesis and the activity of mature osteoclastic
cells and this mechanism is maintained over time; therefore, they may
be beneficial in the management of different periradicular pathological
processes. We suggest evaluating the diffusion capacity of the
materials evaluated through dentin, and their buffering role to
determine their antiresorptive potency when used as intra-oral drugs.

Keywords: N-acetylcysteine - Antiresorptive - Clobetasol - Osteoclast -
U937 cells - Calcium hydroxide



INTRODUCCION

La resorcién radicular externa es una de las complicaciones de mayor preocupacién en
Endodoncia. Una vez diagnosticada, debemos tomar medidas rapidas para detenerla o
incluso para prevenirla y, asi mismo, mejorar el pronostico del diente. La resorcidon
radicular se presenta como un proceso fisioldgico normal en la denticién temporal
durante el proceso de erupcion del germen permanente, sin embargo, en la denticion
permanente en condiciones normales no deberia observarse y cuando se presenta se
asocia a condiciones patologicas. La célula protagonista en los procesos de resorcion es el

osteoclasto. (1)

Ante la presencia de inflamacion perirradicular, la resorcidn se produce esencialmente en
el hueso y el aparato de insercion, mientras que la parte apical radicular sufre poco o
ningun dafo. Se han postulado dos teorias al respecto. Una esta orientada a que las células
de la vaina epitelial radicular de Hertwig forman una red que impide la resorcion y la
posterior anquilosis. La otra hipétesis se basa en que el tejido cementoide y la predentina,
son matrices esenciales en la resistencia a la resorcion. Es necesario continuar indagando
sobre los mecanismos bioldgicos de la resorcidon radicular externa, para buscar

alternativas terapéuticas. (1,2)

En los diferentes intentos para controlar la resorcion se ha sugerido el uso de agentes
terapéuticos intraconducto como son la pasta Ledermix®, que es la combinacion de un
antibidtico de la clase de las tetraciciclinas y un corticoesteroide y por otra parte el
hidroxido de calcio que se sugiere estimula la formacion de un tejido biomineralizado

sobre la superficie radicular afectada. (3-5)

La superficie radicular ha sido tratada con materiales como el Emdogain®, gel que
contiene proteinas derivadas de la matriz del esmalte, en un intento por detener la
resorcion, sin presentar grandes ventajas frente a otros materiales; Pierce et al. en 1987,
demostraron histoléogicamente que el Ledermix® erradicd experimentalmente la

resorcion radicular inflamatoria inducida. (6)

En la actualidad, existe una variedad de tratamientos terapéuticos en un intento de
impedir o detener el avance de la resorcion radicular externa en denticion permanente,

algunos de ellos usados sistémicamente, y algunos quedan por ser explorados. (2)



En la actualidad, el hidroxido de calcio es muy utilizado en el campo de la endodoncia
debido a sus ventajas como su efecto inicialmente bactericida y luego bacteriostatico, la
promocion de la cicatrizacién y la reparacion, su pH alto que estimula los fibroblastos,

neutraliza el pH bajo de los acidos y es econémico y facil de usar.(7)

Los corticosteroides son derivados farmacolégicos de miembros de la familia de los
glucocorticoides de las hormonas esteroides, tienen un efecto sobre la resorcién radicular
por la inhibicion de las vias de sintesis de los eicosanoides, y la inhibicién sobre las células
clasticas. En el area médica la N-Acetilcisteina se utiliza en algunos casos para el control
de infecciones de las vias respiratorias asociadas a la presencia bacteriana, tanto de forma

planctonica como en biopeliculas. (8-10).

Aunque es un compuesto no antibiotico, es de interés para el manejo y tratamiento de
patologias endoddnticas como los procesos resortivos por su efecto antiinflamatorio,
antioxidante y antimicrobiano, por su ya demostrada eficacia contra la formacién de
biopeliculas en una variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas. La N-
acetilcisteina (NAC) es uno de los compuestos antioxidantes mas cominmente utilizados
para disminuir el estrés oxidativo, permitiendo su posible aplicacion en la clinica para
inhibir la resorciéon 6sea. Ademas, este medicamento presenta una ventaja sobre el
hidréxido de calcio al no perder sus propiedades antibacterianas al tener contacto con la

dentina. (11-13)



MARCO TEORICO
Osteoclasto

Kolliker en 1873 describe los osteoclastos y propone inicialmente el término de ostoklast
para aquellas células multinucleadas, moéviles, que tienen su superficie activa una
estructura que se describe en la literatura como borde en cepillo para la superficie en
contacto con el tejido dseo, dentina o cemento, alli genera la conocida laguna de resorcion,
es una célula de gran tamafo (85 a 100 micras aproximadamente), puede incluir hasta 10
nucleos, cobra una significativa importancia en el metabolismo éseo a través de los
mecanismos de resorcién y en procesos como crecimiento y desarrollo, movimiento
dental, oseointegracidn, injertos y reparacion de fracturas, en el remodelado 6seo de

estructuras de interés como maxilares y viscerocraneo, entre otros. (14-16)

En cuanto a la estructura general del osteoclasto se reconocen 3 regiones especificas: zona

clara o zona de sellado, borde festoneado o en cepillo y la zona basolateral. (15,17,18)
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Figura 1 Osteoclasto. Imagen tomada de https://loshumerouno.wordpress.com/histologia-del-hueso/celulas-del-tejido-
oseo/osteoclastos/ y modificada por Palma et al.

1. Zona clara o zona de sellado: Esta contigua al borde en cepillo, encierra la
superficie biomineralizada que sera resorbida. Estd conformada por unas
protuberancias celulares de 1um de ancho y 0.6 pm de alto llamadas podosomas
que permiten la interaccion célula-MEC. Contiene abundantes microfilamentos de
actina que se hallan organizados en una estructura anular (anillo de actina)
rodeada por proteinas de uniéon como la vinculina y talina. En esta zona existen
moléculas de adhesion célula - matriz extracelular (MEC) que forman el anillo de

sello entre la membrana celular y la matriz 4sea biomineralizada. Varias clases de


https://loshumerouno.wordpress.com/histologia-del-hueso/celulas-del-tejido-oseo/osteoclastos/
https://loshumerouno.wordpress.com/histologia-del-hueso/celulas-del-tejido-oseo/osteoclastos/

receptores estan presentes para mantener esta union: integrinas como av 33 que
reconoce proteinas en la matriz 6sea que contienen el dominio RGD como la
vitronectina, osteopontina, sialoproteina 6sea, fibronectina, fibrinégeno y factor
Von Willebrand, la integrina a231 que se une al colageno tipo I. Al interior de esta
zona se forma el borde festoneado o borde en cepillo.

2. Borde festoneado o en cepillo: Es la porcién del osteoclasto en contacto directo
con el hueso; contiene muchos pliegues profundos de la membrana plasmatica que
forman estructuras de tipo microvellosidades, esta es una zona altamente
permeable encargada de la exocitosis de las enzimas hidroliticas, proteoliticas y la
secrecidn de protones por las bombas dependientes de ATP, de igual manera estos
repliegues también favorecen la endocitosis de los productos organicos e
inorganicos resultado de la degradacion 6sea. En el citoplasma cerca del borde
festoneado hay una gran cantidad de mitocondrias y lisosomas, los nucleos se
ubican generalmente en la parte mas alejada de la superficie 6sea.

3. Zona basolateral: Interviene en la exocitosis del material digerido, las vesiculas
de transporte con material 6seo degradado se fusionan con la membrana celular

para liberar su contenido al medio extracelular. (14,15,17,18)

El origen del osteoclasto no es totalmente claro, se han planteado varias teorias, algunas
de ellas son: la primera entre 1949 al 1970 que el osteoclasto y el osteoblasto tenian el
mismo linaje, los osteoblastos se fusionaban para formar el osteoclasto, y viceversa
cuando en ciertas ocasiones el osteoclasto se dividia para formar osteoblastos y estos
formaban el osteocito; posterior a esto 1970 se propone la teoria bifiletica, en donde se
plantea que los osteoblastos y osteoclastos tenian diferente linaje y finalmente para inicio
de los 80 se reconocio al sistema fagocito-monocitico como precursor del osteoclasto,
aceptandose su origen como hematopoyético, derivando entonces de “Unidades
formadoras de colonias de granulocito-macrofagos” (CFU - colony-forming unity), asi
mismo precursoras de monocitos y macrofagos derivados inicialmente de la estirpe
celular hematopoyética comprometida con la linea mieloide; son estimulados por
ligandos como el RANKL, marcador de actividad y proliferacién de osteoclastos, también
se plantea la inhibicion de estos tanto en actividad como en cantidad por las
OsteoProteGerinas (OPG) producidas por fibroblastos, osteoblastos, osteocitos y células

de tejido conectivo préximos al hueso. (14,15)



Sin embargo, gracias a los recientes avances y conocimiento de plasticidad celular,
reconociéndose otros origenes como es recientemente aceptado, y ain mas popularizado
por el premio Nobel de fisiologia y medicina en 2012 Sir John B. Gurdon (por su trabajo
en el afio 1962), y otros autores como Shinya Yanamaka (por su trabajo en 2006), los
cuales demostraron que las células maduras pueden reprogramarse a células
pluripotenciales, generando el concepto de desdiferenciacidn, y a partir de esta condicién
la célula toma una linea para diferenciarse nuevamente en la célula para la cual se esta
generando algin estimulo o mediador, y todo esto dependiendo de la necesidad del
sistema, quedando entonces la posibilidad de grandes adelantos, al no limitar los linajes
celulares a determinados érganos, por lo tanto, la plasticidad celular evidencia el
potencial genético que mantienen todas las células nucleadas del cuerpo, aun incluso
aquellas totalmente diferenciadas o maduras, gracias a la informacién presente en el
material genético, del cual toda célula cuenta con un juego en su ntcleo, abriendo grandes
posibilidades al campo cientifico y eliminando limitaciones conceptuales de gran
importancia con las cuales se habian desarrollado los conceptos de diferenciacion hasta
ese momento, ahora debemos abrir la mente a una gran cantidad de posibilidades antes

inconcebibles desde la biologia y genética para cualquier célula nucleada. (19-22)
Resorcion 0sea

El término resorcién 6sea puntualmente hace referencia a la pérdida de sustancia de
cualquier tejido mineralizado, sea este hueso, cemento, dentina o esmalte, mediado por

sistemas celulares y humorales propios (23)

La fase resortiva se inicia con la formacidn de las llamadas lagunas de Howship (areas de
resorcion) y termina con la apoptosis de los osteoclastos. Los osteoclastos reabsorben el
hueso en dos fases: primero solubilizan el mineral y luego digieren la matriz organica.

(17)

Durante el proceso de resorcion oOsea la estructura inorganica constituida por
hidroxiapatita es degradada, seguida por la degradacién de la parte organica del hueso
formada en su mayoria por colageno tipo 1 (>90%) y proteinas no colagenas. La
desmineralizacion del hueso se produce por la acidificacion del microambiente
extracelular, este proceso es mediado por los protones secretados por la H+-ATPasa

vacuolar localizada en el borde de cepillo debido a un abundante transporte de protones



por un intercambiador independiente de energia (Cl-/HCO3) sobre la superficie opuesta
al borde de cepillo del osteoclasto. La anhidrasa carbdnica II (CAII) a partir de CO2 y H20
genera HCO3 favoreciendo el aumento de Cl intracelular y posterior transporte a lalaguna
de resorcion. El resultado de este transporte de iones favorece la actividad del HCI (acido
clorhidrico) que es lo que disuelve la hidroxiapatita; en este microambiente acido se
suman enzimas liticas como TRAP y CATEPSINA K. La catepsina K es una proteasa cisteina
que hidroliza el tropocolageno. Las catepsinas D, B y L degradan a glicoproteinas como la
osteocalcina y osteonectina. Asi mismo, acidos como el citrico y el lactico, liberados por
las vesiculas secretoras y por las mitocondrias son expulsados en la laguna de resorcién
a través del borde de cepillo, en donde disuelve las sales 6seas y produce lisis del hueso
en forma de cavidades formando tineles que pueden llegar a tener entre 100 y 500 uM
de largo. Los productos del desarrollo de las lagunas, entran a la circulacién: calcio, fésforo
y aminoacidos constituyentes de las proteinas dseas principalmente del colageno,
especialmente prolina e hidroxiprolina, que a la vez van a estimular la calcitonina y la PTH
de acuerdo con la concentracion del calcio idnico sérico; estos productos metabdlicos son

utilizados como marcadores bioldégicos de resorcién 6sea. (15,18,24-27)
RANK - RANKL- OPG

Para que el osteoclasto inicie su funcion resortiva, debe ser activado por el RANKL
(ligando para el receptor activador del factor nuclear k f8), molécula principal producida
por los osteoblastos, las células del estroma, los linfocitos T, fibroblastos entre otras. Los
efectos del RANKL estan mediados por su unién a un receptor altamente especifico, el
RANK (El receptor activador del factor nuclear k B), una proteina transmembrana
expresada por los osteoclastos, preosteoclastos y monocitos. La unién del RANK con su
ligando RANKL, induce la activacion de una cascada de eventos intracelulares que llevan

a la diferenciacidn y activacion de los osteoclastos. (14,15,24,28-30)

Las células T son una fuente importante de RANKL, experimentos in vitro e in vivo
demuestran que la activacién de células T conlleva al incremento en osteoclastogénesis y
resorcion dsea. Sugiriendo que los estados inflamatorios agudos y croénicos, al igual que
ciertas leucemias, contribuyen con pérdida patolégica de masa dsea mediada por

osteoclastos. (24,31,32)



El RANKL tiene un inhibidor competitivo que inhibe su unién al ligando RANK,
denominada osteoprotegerina (OPG), miembro de la superfamilia de receptores del TNF
segregado por los osteoblastos no anclados a la membrana. Actia como sefuelo
uniéndose al RANKL y neutralizandolo (receptor trampa), impide su unién con el RANK,
inhibe la diferenciacion, supervivencia y fusién de los precursores de osteoclastos,
bloquea la activacién de los osteoclastos maduros e induce su apoptosis. Sin embargo
recientemente una nueva citoquina producida por las células T, denominada SOFAT (por
sus siglas en inglés Secreted osteoclastogenic factor of activate T Cell), evaluado en
monocitos de ratén de lalinea RAW 264.7 demostraron que al ser estimulados con SOFAT,
expresan marcadores osteoclastogénicos como integrina avf33, captesina K y anillos de
actina aun cuando dichas células se estimulan simultineamente con OPG, demostrando
que esta citoquina estimula la formacion de células similares a osteoclastos y no esta

mediada por RANKL. (24,32)

Dai et al., plantean que la interleukina 18 (IL-18) directa o indirectamente tiene efectos
osteoclastogénicos mediado por células T en Artritis Reumatoide (AR) sinovial
Compararon sus efectos con la incorporacién de IL1 y TNFa. Esta investigacién concluye
que en presencia de PHA la cual pre estimulaba las células T o células T sinoviales de AR,
IL18, IL1B, o TNFa incrementaba el RANKL soluble, la expresion de RANKL membranal
en una relacién dosis dependiente. Pero no induce la expresién de M-CSF, GM-CSF, IFNy
u OPG. Indicando, ademas, que puede estimular la produccién de osteoclastos a través de

la sobre regulacion de RANKL en las células T AR sinoviales. (24,33)
Resorcion radicular

La resorcion radicular en la denticién permanente es un proceso patolégico que puede
ocurrir después de varias lesiones, incluidas lesiones mecanicas, quimicas, térmicas o de
origen bacteriano, se puede dar tanto en el interior del diente (resorcion interna derivada
de la pulpa) o en la superficie externa del diente (resorcién radicular externa derivada del

periodonto). (34).

La resorcién radicular externa se presenta cuando no se produce un equilibrio entre la
activacion osteobldastica y osteoclastica que mantienen el estado fisiologico de la raiz del
diente resultando en la destruccién de dentina, cemento y hueso. El dafio a la capa de

cemento radicular debido a la presencia de endotoxinas y mediadores inflamatorios que



actian como quimioatrayentes para osteoclastos puede reabsorber la dentina adyacente
a esta zona produciendo un medio acido que favorece este proceso patoldgico. Se ha
propuesto una clasificacion en tres subgrupos: resorcion de superficie; resorcion
inflamatoria y resorcion por reemplazo; esta clasificacién se baso6 en su apariencia clinica
e histoldégica posterior a lesiones traumaticas. Diferentes estudios han propuesto una
categoria de resorcién radicular llamada resorcion hiperplasica cervical invasiva, la cual
ha demostrado ser de origen interno o externo y los factores potenciales predisponentes
de esta condicion incluyen trauma, tratamiento ortodéntico y aclaramiento intracoronal.
También hay algunas resorciones dentarias que no encajan en ninguna de las categorias

nombradas, por lo que se las considera idiopaticas.(34-39)

La resorcion radicular externa es un proceso patoldgico y una complicacion frecuente de

una lesion traumatica en el diente. (40)

Tiende a ocurrir con mayor frecuencia en los pacientes entre 21 y 30 afios de edad
(28,40%) y es mas comun en mujeres (59,04%) que en hombres. Este proceso patolégico
puede tener diferentes causas como infeccidn pulpar o periodontal; dientes impactados,
por presion de un tumor o por movimientos ortoddnticos, especialmente cuando las
fuerzas aplicadas para inducir el movimiento de los dientes no estan controladas y en

estas situaciones la resorcion por lo general ocurre en el tercio apical de la raiz. (36,37,39)

En el caso del trauma dentoalveolar, se ha reportado que el rango de resorcién
inflamatoria difiere, dependiendo del tipo de luxacion. En la luxacién extrusiva es de un
5.6%, en la luxacidn lateral de un 11.6% y en la luxacion intrusiva de 33.3%. Seguidas de
la avulsién y reimplantacion, la incidencia de resorciones inflamatorias activas
diagnosticadas fue de 26.5%, mientras que la anquilosis y resorcidon por reemplazo fue de

42.9% (41)

El diagnéstico debe basarse en una combinacion de examenes radiograficos y clinicos. Las
radiografias intraorales de la lesion suelen mostrar una superficie irregular de la raiz. Las
radiografias obtenidas en diferentes angulaciones pueden ser utiles para determinar la
superficie que se encuentra afectada. La tomografia computarizada se ha considerado

como la herramienta mas precisa para detectar la resorcion radicular. (42,43)

Clinicamente, la resorcién radicular externa podria estar asociada con inflamacion

periodontal y formacidon de bolsa periodontal; aunque esta condicidon es generalmente



asintomatica y no es tan facil su diagnostico, la resorciéon radicular externa puede resultar
en la movilidad dental y, si no es diagnosticado y tratado en una fase temprana, con el

tiempo puede resultar en la pérdida dental. (39)

Las alternativas de tratamiento dependen del tipo y el alcance de la resorcién y puede
incluir un tratamiento para el alivio de la sintomatologia, inflamacién y la ferulizacién de
los dientes con movilidad si es necesario. Si hay afecciéon en el tejido pulpar, la terapia
endodontica, o la cirugia apical para eliminar el tejido granulomatoso junto con una
obturacion del defecto de la resorcion es recomendada. Los medicamentos intraconducto
y cementos bioactivos tales como el MTA, han sido utilizados para tratar de detener el
proceso de resorcién y proporcionar un selle apical en el diente. Si se ha producido como
resultado de la presién de un diente no erupcionado o por la erupciéon de dientes o
durante el tratamiento de ortodoncia y no hay signos de infeccion, la remocién del diente

o de la presion generalmente detendra la resorcion radicular. (36,44,45)

Otras alternativas terapéuticas incluyen la extirpacién pulpar y el uso de medicamentos
intraconductos antirresortivos como el hidréxido de calcio, corticoides, pasta antibiética
(tetraciclinas) para intentar detener la resorcién radicular. Cuando la pulpa de los dientes
inmaduros avulsionados se necrosa, las opciones de tratamiento son limitadas y el
pronéstico es reservado debido a la dificultad de instrumentacién, paredes dentinales
delgadas dejando el diente débil y propenso a la fractura. Muchos estudios han
demostrado in vivo que es posible desinfectar dientes permanentes inmaduros y permitir
la cicatrizacién de la resorcién radicular inflamatoria usando combinaciones de pastas
antibiéticas. Finalmente, una excelente restauracion y selle son importantes para el éxito
del tratamiento. Materiales tales como amalgama, resina compuesta, iondmero de vidrio,

y MTA se han utilizado para este proposito. (34-36,38)
Células U937

Lalinea U-937 fue la primera linea celular de naturaleza monocitica en ser caracterizada;
fue derivada a partir de células cancerosas obtenidas de la efusion pleural de un paciente
con linfoma histiocitico en 1974; sin embargo, estas células poseen caracteristicas
morfolégicas e inmunohistoquimicas que las definen como monocitos (Drexler, 2002,
Harris and Ralph, 1985). Cuando las células de la linea U-937 son inducidas a

diferenciacién en un medio con presencia de factores asociados a linfocitos activados,



sufren una serie de cambios morfolégicos y funcionales tales como aumento de tamafio,
apariciéon de lébulos en el nucleo y proyecciones citoplasmaticas, mayor niimero de
lisosomas y fagosomas, mayor expresion de receptores Fc en su superficie y capacidad de
adherencia (Larrick et. al., 1980, Harris and Ralph, 1985). Gracias a estos cambios, las
células son capaces de responder a diferentes clases de quimoquinas, producir radicales
superdxido, aumentar la liberaciéon de enzimas lisosomales y su actividad fagocitica y
realizar citdlisis dependiente de anticuerpos, caracteristicas propias de los macréfagos.
Entre los principales agentes inductores de diferenciacion de las células U-937 se cuentan
los sobrenadantes de cultivos mixtos de linfocitos humanos, ésteres de forbol, vitamina

D3, acido retinoico y forskolina. (46)
Modelo para generar células con actividad osteoclastica

Se ha definido la actividad y conceptos en relacién con los osteoclastos, asi como la
plasticidad celular para la desdiferenciaciéon con la connotacién de que toda célula tiene
el potencial de, ante un estimulo, generar otra diferente o expresar fenotipicamente
funciones para las que inicialmente no estaba programada, todo esto en realidad obedece
a un adecuado estimulo, entonces, podriamos identificar mecanismos para inhibir
funciones, de forma local o para limitarlas, tendiendo control sobre la actividad de la
célula y con ello plantear controles para patologias, disminuyendo su evolucién o

eliminandolas. (20)

En el laboratorio de biologia molecular de virus en la facultad de medicina de la
Universidad Nacional de Colombia bajo la direccion del Profesor Carlos Arturo Guerrero
Fonseca se ha generado un modelo con actividad resortiva consistente en fusionar células
de origen monocito-macrofago de las lineas U937/A and ]774 de raton o células
mononucleares de sangre periférica (CMNSP) humanas, e incluso fibroblastos de origen
mucosa palatina, quimicamente con polietilenglicol (PEG). El mismo laboratorio
determin6 que al someter células de estas lineas a fuerza centrifuga desarrollaban
actividad osteoclastica tanto resortiva como la expresiéon de marcadores propios de
osteoclastos. Esto trae la posibilidad de evaluar su actividad resortiva sobre el hueso, en
un modelo que es de facil reproduccién y de menor costo comparado con el estimulo

hormonal o de modelos comerciales. (19)
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Adicionalmente Wei et al.,(2008) reportaron que el efecto de las fuerzas centrifugas en
cultivos de fibroblastos de ligamento periodontal tiene el potencial de desarrollar

expresion de actividad osteoclastica. (47)

En un estudio de Lorenzo et al, (1987) utilizando PHA (fitohemaglutinina) como
estimulador de CMSP junto con IL-1 recombinante, y TNFa, mostré que el efecto de PHA
favorece la sintesis local de IL-1 y ésta media la actividad resortiva, concluyendo que las
citoquinas se encuentran en la circulacion de individuos normales y se producen en los
sitios localizados de diversas patologias, ante estimulos como lesiones, o en cualquier
proceso inflamatorio, sugiriendo que puede influenciar el metabolismo esquelético

normal o anormal. (48)

Kotake a partir de células obtenidas de reemplazos articulares en pacientes con artritis
reumatoidea concluye que la PHA activa las células T humanas expresando RANKL la cual
induce osteoclastogénesis de monocitos periféricos aut6logos, los cuales pueden ser
bloqueados por inhibicién dosis dependiente de OPG y que en general se observa un
aumento en la expresion de RANKL en las células de pacientes con Artritis reumatoidea
(48).Weitzmann et al., encontraron que la PHA activa células T CD4+ y CD8+ humanas y

estimula la formacion de osteoclastos in vitro por RANKL. (49)
Hidroéxido de Calcio

En 1920, Herman introdujo el hidréxido de calcio en la odontologia como material de
recubrimiento pulpar, pero hoy en dia se utiliza ampliamente en el campo de la
endodoncia. Es un polvo blanco inodoro con la férmula quimica Ca (OH) 2 y un peso
molecular de 7,08. Quimicamente, se clasifica como una base fuerte y en contacto con el

agua (su pH es de aproximadamente 12,5 - 12,8), se disocia en iones de calcio e hidroxilo.
(7)

El CaOH2Z se utiliza y se suministra en diversas formas: como cemento cuando se
suministra como un liquido que contiene hidréxido de calcio suspendido en un disolvente
o cuando se suministra como una pasta en la que se suspende hidréxido de calcio en
metilcelulosa. Otra presentacion se comercializa como base y catalizador. Al usar el
catalizador, el hidroxido de calcio reacciona mas rapido y forma un compuesto amorfo

duro en cuestién de minutos en el ambiente oral. (7)
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En la actualidad, el hidroxido de calcio es muy utilizado en el campo de la endodoncia
debido a sus ventajas como su efecto inicialmente bactericida y luego bacteriostatico, la
promocion de la cicatrizacion y la reparacion, su pH alto que estimula los fibroblastos,

neutraliza el pH bajo de los acidos y es econémico y facil de usar. (5,7,9)

Con respecto a su papel en la resorcién, el hidréxido de calcio alcalino neutraliza el
ambiente acido que existe en la region de resorcion, invirtiendo la reaccién y estimulando
asi la formacidn de tejido duro. La difusién de iones hidroxilo liberados por el hidroxido
de calcio a través de los tibulos dentinarios que se comunican directamente con el espacio
periodontal aumentaria el pH del espacio periodontal de 6,0 a 7,4 - 9,6. Para tratar una
resorcidn interna, el canal y la laguna de resorcidn se rellenan con pasta de hidréxido de
calcio. De esta forma el hidr6xido de calcio inducira el proceso de necrotizacion del tejido
remanente en la laguna, y luego mediante irrigacién con hipoclorito de sodio se eliminan
los residuos necréticos. En caso de resorcidon lateral, la extirpacion pulpar, el
desbridamiento del conducto radicular y la aplicacién de hidréxido de calcio son una
alternativa terapéutica. El defecto de resorcidn debe rellenarse con hidréxido de calcio a
intervalos de 3 meses hasta que revele la formacion de tejido duro, confirmada tanto por
el examen directo a través de la cavidad de acceso como por la radiografia. Una vez

establecida la barrera fisica, el defecto se puede compactar con gutapercha. (5,7,9)

Por otro lado, el hidroxido de calcio tiene algunas desventajas: no estimula
exclusivamente la dentinogénesis, estimula exclusivamente la dentina reparadora,
asociado con la reabsorciéon dental primaria, puede disolverse después de un afio, se
degrada al flexionar los dientes, fallo marginal con condensaciéon de amalgama, no se

adhiere a la restauracion de la dentina o la resina. (5,7)

Engstrom en 1958 y Messer & Chen en 1984, indican que se sabe poco sobre la
inactivaciéon de medicamentos en el conducto radicular debido posiblemente a la
dificultad de completar tales experimentos in vivo y la falta de modelos in vitro adecuados.
Sin embargo, recientemente diferentes autores han demostrado que el hidroxido de calcio
presenta inactivaciéon de su propiedad antimicrobiana al contacto con la dentina.

(7,9,12,50-52)

Panzarini (2012) sefnala que, a pesar de sus excelentes propiedades bioldgicas, el

hidréxido de calcio tiene algunas otras desventajas, como la larga duraciéon del
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tratamiento, la necesidad de recambios y el debilitamiento de la estructura dental después
de una terapia intracanal prolongada, y que en estudios en dientes de monos se ha
sugerido que el hidroxido de calcio aumenta el riesgo de anquilosis en dientes
permanentes con dafo severo del ligamento periodontal o en caso de extravasacién
accidental a la region periapical, por su efecto relativamente téxico que induce necrosis
celular cuando las células (tanto las resortivas como las reparadoras) entran en contacto

con €l, como reporta Lengheden en varios estudios y Bryson et al. en 2002. (4,9,38)
Propionato de clobetasol

El propionato de clobetasol es un esteroide sintético topico de alta potencia, analogo a la
prednisolona, con efectos antiinflamatorios, antipruriginosos y antiproliferativos. Los
corticoesteroides fueron descubiertos en 1935, son usados para el tratamiento de
numerosos padecimientos, como osteoartritis, artritis reumatoidea y lupus eritematoso
sistémico. Son absorbidos en el tracto gastrointestinal y tienen metabolismo hepatico y
excrecién renal. La administracién de estos puede darse por via oral, intravenosa,

intramuscular, intraarticular, aerosol y en presentacion tépica. (10,53)

Las acciones de los corticosteroides se producen en el interior de la célula, donde se unen
areceptores especificos. Una vez enlazados al receptor, migran hacia el nicleo, uniéndose
a un sitio especifico del DNA, originando la respuesta antiinflamatoria, antiproliferativa y
antipruriginosa. La accion antiinflamatoria se puede dar por varios medios: 1. La
reduccion del numero y activacion de eosinofilos, desencadenando la apoptosis de los
mismos y disminuyendo algunos de sus factores quimiotacticos, que incluyen las IL-3, IL-
5, GM-CSF (Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos), entre otros. 2.
Reduccion de la proliferacién de linfocitos T e inducciéon de la apoptosis de los mismos, al
disminuir la accion de la IL-2. 3. Produccidn y liberacién de proteinas como la lipocortina,
que actuan inhibiendo la liberacién de fosfolipasa A2, disminuyendo el aporte de acido
araquidénico para las vias de la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa y, por ende, la
produccion de prostaglandinas y leucotrienos. La accién antiproliferativa se lleva a cabo
al inhibir la sintesis de DNA y la mitosis de varios tipos celulares, evitando la
diferenciacién de fibroblastos, produccién de colageno, tejido de granulacién, tejido

conectivo y retarda el proceso de cicatrizacion. (8,10)
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Pocos estudios muestran el efecto de los corticosteroides sobre la reparacion de los
tejidos periodontales en los dientes reimplantados. Kirakozova et al., investigaron el
potencial de los corticosteroides intracanal (0.05% clobetasol y 0.05% fluocinonida) en
la reparacion periodontal de dientes avulsionados y evalu6 la absorcién sistémica de los
mismos. Aunque los esteroides en general suprimen la inflamacién al inhibir todas las vias
de sintesis de eicosanoides, se ha demostrado que el componente esteroide de la pasta
Ledermix®, triamcinolona al 1%, tiene un efecto inhibidor directo sobre las células
clasticas. Adicionalmente, que el corticosteroide en la misma dosis que el que se encuentra
en el Ledermix® como medicamento intracanal fue tan efectivo como el propio
Ledermix® para inhibir la resorciéon radicular inflamatoria externa y promover la
cicatrizacion favorable, eliminando asi el efecto secundario de la decoloraciéon de los

dientes. (8)

A su vez Panzarini et al., en 2012, concluyeron que aquellos dientes mostraron una
reparacion significativamente mayor que aquellos obturados con gutapercha y cemento

de Roth. (9)

Lo descrito anteriormente es la base tedrica que permite sustentar el uso de propionato
de clobetasol en nuestro proyecto y su posible aplicacion en la clinica para inhibir la

resorcion osea.
Ledermix®

También se ha sugerido, por muchos afos, el uso de pasta Ledermix® para el tratamiento
de dientes avulsionados. Esta es un compuesto de aceténido de triamcinolona y
demetilclortetraciclina en crema soluble en agua (corticoide mas tetraciclina), del cual se
ha reportado que posee tedricamente el efecto terapéutico tanto de la tetraciclina como
de los corticosteroides. Por un lado, ya sabemos que los esteroides en general suprimen
la inflamacidn al inhibir todas las vias de sintesis de eicosanoides, y se ha demostrado que
la triamcinolona al 1%, tiene un efecto inhibidor directo sobre las células clasticas; por
otro lado, se ha demostrado que la tetraciclina posee un efecto antimicrobiano contra una
amplia gama de bacterias grampositivas y gramnegativas y una propiedad antirresortiva,
y forma un enlace relativamente fuerte y reversible con el tejido dental duro, exhibiendo
una liberacién lenta durante un periodo prolongado de tiempo; la accién sinérgica de

estos dos medicamentos y la difusion lenta a través de la dentina dan como resultado el
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control de la respuesta inflamatoria inicial al reducir la contaminacién bacteriana de la
superficie radicular e inhibir la colagenasa, asi como las actividades osteoclasticas,
minimizando la resorcién del aparato de insercion, facilitando la regeneracion
periodontal (3,4,8). Abbot (2016) recopila que, previamente, se ha sugerido realizar el
recambio de este medicamento cada 4 semanas en dientes sin formacién radicular
completa, y cada 6 semanas para dientes con formacién radicular completa, ya que
después de este tiempo el componente activo que se va liberando es inferior a sus niveles

terapéuticos. (2,38)

El Emdogain® también ha sido utilizado para tratar la superficie radicular, sobre todo en
Periodoncia. Es un derivado de la matriz del esmalte extraido del desarrollo del esmalte
embrionario de origen porcino, contiene proteinas de la familia de las amelogeninas
(constituyente hidrofébico de las proteinas de la matriz del esmalte). Se dispensa como
una solucién acuosa esterilizada de alginato de propilenglicol. Se desconoce el mecanismo
de accién preciso de Emdogain®, pero los estudios in vitro han demostrado que influye
en la migracidn, la union, la capacidad proliferativa y la actividad biosintética de las
células del ligamento periodontal. Lo que si se ha demostrado es que mejora la
proliferacién de células del ligamento periodontal y la produccién de proteinas, ademas
de promover la formaciéon de n6dulos minerales por parte de las células del ligamento
periodontal. Ademas, puede actuar como una matriz para las células responsables de

regenerar el ligamento periodontal en el sitio de una herida. (2,54)
N- acetilcisteina (NAC)

La N-acetilcisteina es un antioxidante vegetal encontrado sobre todo en plantas de la
especie Allium, especialmente en la cebolla ( Allium cepa , 45 mg NAC / kg) y es
considerado seguro, incluso en grandes dosis; se ha utilizado como medicamento desde
la década de 1960 en algunos casos para el control de infecciones de las vias respiratorias
asociadas a la presencia bacteriana, el cancer, las enfermedades cardiovasculares, las
infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la toxicidad de los metales
y figura en la Lista Modelo de Medicamentos Esenciales de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) como antidoto en la toxicidad hepatica inducida por paracetamol. La N-
acetilcisteina se caracteriza por su eficacia antioxidante, mediada tanto por efectos
directos como indirectos. Es un precursor del aminoacido L-cisteina (Cys) y, en

consecuencia, del antioxidante glutation (GSH). (55,56)
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En el campo odontoldgico, aunque es un compuesto no antibiético, es de interés para el
manejo y tratamiento de patologias endodonticas como los procesos resortivos por su
efecto antiinflamatorio, antioxidante y antimicrobiano, ya que se ha demostrado que
reduce eficazmente la formaciéon de biopeliculas en una variedad de bacterias
grampositivas y gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli entre otras. (12,13)

El glutation es el antioxidante enddgeno mas abundante en los organismos vivos,
constituido por los aminoacidos glutamato, cisteina y glicina (tripéptido) y juega un papel
crucial en la proteccidn intracelular contra compuestos toxicos, como ROS y otros
radicales libres, en una reaccién catalizada por la Glutatién peréxidasa (GPx). NAC ejerce
su efecto antioxidante, gracias a que en un proceso metabolico es convertida en cisteina,
la cual estimula la sintesis del glutatién. Ademas, la NAC tiene su grupo sulfhidrilo (-SH)
libre y es un donador de H y por tal es un eficaz agente reductor. Frena las reacciones
oxidativas que pueden tener lugar e impide la oxidacién de importantes moléculas
estructurales y funcionales y el comienzo de lesiones por radicales libres. Penetra en
células y a través de sus reacciones subsiguientes se transforma en Glutatién reducido.

(12,57)

El grupo sulfhidrilo (-SH) dentro de la molécula de NAC elimina directamente las especies
reactivas de oxigeno (ROS), modula el estado redox del N-metil-D-aspartato (NMDA) y
receptores del 4acido «o-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol = (AMPA) (efecto
neurotransmisor), e inhibe el factor nuclear kappa-potenciador de la cadena ligera de las
células B activadas (NF-kB) para modular la sintesis de citocinas (efecto anti /

proinflamatorio). (55)

El ligando RANKL (factor nuclear kapa f3) es esencial para la diferenciacién y activacién
del linaje monocito-macréfago (BMM) a osteoclastos. Se ha demostrado que el RANKL
estimula las células BMM transitoriamente aumentado el nivel intracelular de especies
reactivas de oxigeno (ROS) a través de una cascada de sefalizacion que implica TNF
(factor de necrosis tumoral) receptor del factor asociado (TRAF), Racl, y NADPH
(nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato) NADPH oxidasa (Nox), esto puede causar un
desequilibrio celular en las reacciones de reduccién-oxidacion y alterar las funciones
bioldgicas normales, lo que lleva al estrés oxidativo, el cual es una causa importante de

senescencia celular ya que puede causar dafios en el DNA. El aumento del estrés oxidativo
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y la produccion elevada de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6) afectan el
metabolismo 6seo a través de varios mecanismos. Estas citocinas proinflamatorias y el
estrés oxidativo son capaces de estimular la diferenciacion y activacion de los
osteoclastos, y las especies reactivas de oxigeno (ROS) estimulan directamente la
formacién y actividad de los osteoclastos e inducen la apoptosis de osteoblastos y

osteocitos, lo que conduce a la resorcion 6sea. (16,58,59)

Restaurar las defensas antioxidantes mediante la administracion de N-acetilcisteina
(NAC) bloquea la actividad de Nox (NADPH oxidasa), proteina que conduce a la formacién
ROS, inhibiendo la respuesta de las células a BMM al RANKL, incluyendo disminucién en
la produccién de ROS, la activacion de la quinasa c-Jun N-terminal (JNK), proteina quinasa
activada por mitégeno p38 (MAPK), la sefial extracelular-quinasa regulada (ERK), y la
diferenciacion, fusién y funciones de los osteoclastos, lo que inhibe la resorcién radicular.

(16,58-60)

En un estudio llevado a cabo por Aitken et al,, se determin6 que la expresion diferencial
de TBP-2 (proteina de unién tiorredoxina 2) y Trx-1 (tiorredoxina) se produce durante la
osteoclastogénesis, que en presencia de RANKL, la expresion de TBP-2 se redujo, mientras
que se incrementd Trx-1. El antioxidante N-acetilcisteina revirtio este patrdn,
aumentando TBP-2 y reduciendo Trx1l, con lo cual se inhibi6 marcadamente la
osteoclastogénesis, concluyendo que moduladores del sistema Trx tales como

antioxidantes (NAC) tienen potencial como terapias antirresortiva. (31)

En cuanto a la actividad antiinflamatoria, la NAC se asocia con la disminucién de NF-«kB
(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas); NAC
suprime la ubiquitinacién y degradacién de I-kB (un inhibidor de NF-xB) y, por lo tanto,
bloquea la translocacion y activacion nuclear de NF-kB. También previene la expresion de
citocinas proinflamatorias inducidas por lipopolisacaridos, como la interleucina-1f (IL-
1B), IL-6 e IL-8, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento

transformante (TGF-3) en macrofagos y fibroblastos. (61)

La N-acetilcisteina (NAC) es uno de los compuestos antioxidantes mas comunmente
utilizados para disminuir el estrés oxidativo, permitiendo su posible aplicacién en la
clinica para inhibir la resorcién 6sea. ademads, Este medicamento presenta una ventaja

sobre el hidréxido de calcio al no perder sus propiedades antibacterianas al tener
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contacto con la dentina (por la capacidad amortiguadora de la dentina) y al destruir con
mayor eficacia tanto formas planctonicas como biofilm de E. faecalis a un pH de 11, debido
a su efecto sobre la producciéon de exopolisacaridos (principal componente de las
biopeliculas) a través de la ruptura de los enlaces disulfuro de las enzimas bacterianas
involucradas en la produccién o excrecion de exopolisacaridos a través del intercambio
tiol-disulfuro, y por su efecto antioxidante directamente sobre el metabolismo de las

células bacterianas y la produccién de exopolisacaridos. (12,55,57)
Marcadores propios de osteoclastos

Actualmente la forma mas confiable de identificar y diferenciar una célula de otra es con
marcadores, como receptores de membrana o expresados por la célula en cuestiéon, como
proteinas o enzimas propias de sus funciones, asi entonces se contara con parametros de
diferenciacion constantes y confiables para hablar con propiedad de un grupo celular sea

cultivado o identificAndose de un tejido in vivo. (47,62,63)

Durante el proceso de resorcidn dsea la disolucion de cristales y en general de la matriz
inorganica como fue descrito anteriormente se completa en el interior de vacuolas
intracelulares donde fermentos proteoliticos, como la cisteinproteinasa acida, la
catepsina K, las colagenasas y metaloproteinasas neutras, destruyen la fraccién organica.
Los osteoclastos multinucleados y algunos mononucleados (monocitos) con potencial
resortivo son positivos a la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), que se usa como su
marcador mas caracteristico. Otro marcador de los osteoclastos es el receptor de
Calcitonina (RCT), es un regulador importante de homeostasis de Ca+2 con su accién

directa en los osteoblastos que inhiben la actividad de resorcién 6sea(62,64)
ADAM 12

Es una metaloproteasa y desintegrina, hay mas de 30 ADAM identificadas, 4 incluyendo la
12 son proteoliticas importantes, requiere de la presencia de metales como zinc o cobalto
para su activacion, a nivel 6seo se considera también una proteina de anclaje a membrana
del osteoclasto para iniciar su actividad resortiva, catalizando la fusién de células
mononucleares para formar macréfagos y también la adhesién de estos al hueso.

(62,65,66)

ATPasa
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La capacidad de la excavacién o resorcion del hueso por los osteoclastos se debe al
microambiente acido con un pH de aproximadamente 4.5 entre la zona del borde en
cepillo y la zona de sellado, para formar la laguna de resorcién 6sea, este microambiente
es generado por la ATPasa H+ vacuolar, la cual acidifica con hidrogeniones la laguna y
mantiene el equilibrio de hidrogeniones entre la laguna y el interior de los osteoclastos,

es indispensable para la actividad del osteoclasto. (62,67)
Integrina B3

La integrina B3 es una glicoproteina transmembrana que hace parte de los receptores de
adhesion, que son los responsables de la interaccién del osteoclasto con la matriz
extracelular y en el reconocimiento entre las células, regula la motilidad celular y la
organizacion del citoesqueleto para permitir su adhesién o paso a través del endotelio en
la diapedesis. Esta localizado en la zona de sellado de los osteoclastos, se une a Arg-Gly-
Asp (RGD) que contienen proteinas de la matriz extracelular como vitronectina,
osteopontina, sialoproteina 6sea. Asi un integrina puede unirse a varios receptores y estos
a su vez unirse a varias integrinas, las integrinas son indispensables para formar la zona

de sellado sin la cual no podria ocurrir la resorcion ésea. (18,62,68)
DC- Stamp

La DC-stamp o Proteina Dendritica transmembrana especifica, es una proteina
transmembrana originalmente identificada en células dendriticas o macroéfagos, es
estimulada porla IL4. Recientemente, se ha informado que puede inducir la diferenciacion
de osteoclastos y es inducida por el RANKL, sin embargo, el papel mas conocido de DC-
STAMP es en la fusion célula-célula y en vivo sigue siendo desconocido. En ratones
knockout con deficiencia de DC-STAMP, se demostré el compromiso de la multinucleacién
de macrofagos y osteoclastos, con lo que se puede demostrar la necesidad de su presencia

en la fusién celular y con ello contribuye a posterior produccién TRAP. (62,69,70)
Receptor de calcitonina

La calcitonina es una hormona hipocalcemica que es secretada por las células C de la
tiroides, sus dos principales objetivos son los rifiones y el hueso. La calcitonina
potencialmente inhibe la resorcién 6sea bloqueando la formacién y la activacién de los
osteoclastos. El receptor sensible al calcio (RCa) regula la secrecion de PTH y la

reabsorciéon de calcio por los tubulos renales en respuesta a alteraciones en las
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concentraciones plasmaticas de calcio. En el RCa normal, la hipocalcemia induce un

aumento de la secrecién de PTH y la hipercalcemia reduce la secrecién de PTH.

El receptor de calcitonina es utilizado frecuentemente para identificar células similares a
osteoclastos, este marcador en células de la linea mielomonocitico solo es expresado por

los osteoclastos para generar un mecanismo autoregulador de la hipercalcemia. (71,72)
Catepsina K

La cistein catepsina se encuentra principalmente en los compartimentos acidos de las
células. Su funcién es de proteasa en la degradacion intracelular. De acuerdo con el
descubrimiento de nuevas catepsinas como la K, Vy F, ha proporcionado evidencia de que
también participan en eventos bioldgicos especificos. La catepsina no es estrictamente
lisosémica, las proteasas son transportadas entre fagosomas, endosomas, lisosomas y
enzimas. La acidificacion del espacio pericelular de los osteoclastos aumenta la liberacion
de la catepsina K para promover la proteoélisis extracelular. Esta enzima es crucial en la

remodelacion dsea, en particular en la ruptura de coladgeno. (32,33,62)
TRAP

El TRAP (Fosfatasa acida tartrato-resistente) se considera una enzima casi inexistente en
los tejidos humanos, excepto sobre el hueso que expresa gran cantidad y es por los
osteoclastos, por eso se utiliza como marcador de osteoclastos, aunque los macréfagos

también pueden expresarlo. (62,73)

La enzima TRAP interviene en la degradacion de proteinas no colagenas del hueso, sin
embargo, las fosfatasas acidas son enzimas encontradas en todos los tejidos del cuerpo,
incluyendo leucocitos humanos; estas enzimas hidrolizan ésteres de mono fosfato en un
medio acido. La TRAP tiene una actividad catalitica en pirofosfatos organicos (ATP, ADP),
pirofosfato de sodio inorganico, monofosfoésteres de alcoholes aromaticos (1 naftil
fosfato y para-nitrofenilfosfato, considerado como el mejor sustrato para la enzima). La
fosfatasa acida resistente a tartrato es detectable en cerumen fisiolégico y circunstancias

patoldgicas asociadas al incremento de la resorcion ésea. (62,73)
Hay una correlaciéon entre la expresion de TRAP y el grado de proceso de resorcion ésea
para los osteoclastos, lo que implica un importante papel de esta enzima en la resorcién

Osea. Esta afirmacion esta basada en experimentos en que utilizaron bloqueadores de la
enzima y se demostroé que la inhibicidn de esta enzima es acompafiada por una marcada
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reduccion de la resorcion dsea. Se cree que al ser esta enzima una pirofosfatasa, es
probablemente la responsable de la remocién de pirofosfato, potente inhibidor de la
solubilizacién de la apatita, considerado el primer paso esencial en la resorcién. (62,73)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad clinica en endodoncia para el manejo de los procesos resortivos podemos
encontrar diferentes alternativas como el hidréxido de calcio, propionato de clobetasol
0,05%, propionato de clobetasol 0.05% con minociclina y N-acetilcisteina (NAC).

(19,24,28,74)

Rutinariamente en endodoncia se usa el hidréxido de calcio, el cual es un polvo blanco
que se obtiene por calcinacién del carbonato de calcio y su transformacién en 6xido de
calcio. Con la hidratacion del 6xido de calcio se obtiene el CaOH: CO3 Ca = CaO +Co2, CaO
+ H20 = Ca (OH)2; ademas este polvo granular, amorfo y fino posee marcadas
propiedades basicas, su pH es muy alcalino, aproximadamente 12. Su disociacién en iones
calcio e iones hidroxilo explica su accion sobre los tejidos, posee valiosas cualidades desde
el punto de vista biolégico, antimicrobiano y mineralizador, pero tiene desventajas como
lo son su dureza superficial, corto tiempo de manipulacién, disminucién de su pH en un
tiempo corto, no tiene resistencia compresiva, no posee la capacidad de tener una
adherencia al tejido dental, no atraviesa el tubulo dentinal por el tamafio de la particula y

es muy soluble. (5,7)

Para controlar la resorcion radicular en endodoncia se usa el propionato de clobetasol al
0,05 % que es un corticoide de uso topico perteneciente a un grupo de potencia alta entre
los corticosteroides. Es de facil manipulacidn, y se aplica directamente en el conducto
radicular seco empaquetandolo, ya sea con léntulos o con limas endodénticas, su
presentaciéon es en crema y un pro es su facil adquisicién, adicionalmente es un
medicamento que puede emplearse como medicacién intraconducto mezclado con la
minociclina, la cual pertenece a una clase de medicamentos llamados antibiéticos de
tetraciclina. Funciona como tratamiento para infecciones endodonticas al prevenir la
multiplicaciéon y la propagacién de las bacterias adicionalmente que posee capacidades
antiresortivas, ya que ha demostrado mejores resultados en el tratamiento de la
reabsorcién radicular externa e interna. Otra de las ventajas del propionato de clobetasol
con la minociclina es el bajo costo y facil aplicacion, pero su mayor desventaja es que al

aplicarlo con el antibiético tipo tetraciclina genera pigmentacién dentinal. (8-10,53)
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Una posible alternativa es el uso de la n-acetilcisteina (NAC) que tiene como ventajas que
es inocuo, tiene efecto antimicrobiano y un efecto antirresortivo comprobado. Existe
presentacion comercial para uso directo en odontologia (ampollas inyectables), también
su capacidad inhibitoria de metaloproteinasas e inductora de la actividad celular y es de

bajo costo. (12,13,55,57,61)

Por ello se plantea realizar un estudio experimental en un modelo experimental ya
publicado, para estudiar actividad resortiva o antiresortiva. Consiste en fusionar células
U937 quimicamente con polietilenglicol (PEG). La fusién inicia la actividad resortiva
cuando las células se adhieren a una matriz 6sea (17). Utilizando este modelo
evaluaremos comparativamente la actividad antirresortiva del propionato de clobetasol
y el hidréxido de calcio (usados tradicionalmente en tratamiento de conductos) con la N-

acetilcisteina (NAC).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

;Se observa diferencia en la efectividad antiresortiva de la N- acetilcisteina (NAC) en
comparacion al propionato de clobetasol y el hidroxido de calcio en un modelo in vitro de

células osteoclasticas?
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JUSTIFICACION

En la actualidad se realiza un manejo auténomo de los procesos resortivos en la practica
clinica en endodoncia, por esto queremos comparar la efectividad de 3 de las terapéuticas
disponibles en la actualidad como lo son el hidréxido de calcio, propionato de clobetasol
0.05 % y la N-acetil cisteina (NAC) en un modelo in vitro de células U937 como una base

para posteriormente realizar una investigacion in vivo.

Los tratamientos encaminados a detener o tratar los procesos de resorcion dental
presentan una gran variabilidad, no existe un protocolo claro para su manejo, muchas
veces se establecen como simples intentos basados en una decision propia del clinico,
justificado en sus propias experiencias que un tratamiento regido por protocolos

cientificos.

Sin embargo, la fundamentacion cientifica basada en la literatura se sustenta en el manejo
generalizado de resorciones no solo dentales, que proveen una serie de manejos

terapéuticos encaminados a su detencion.

Para un manejo especifico y certero de los procesos de resorcion radicular el clinico debe
conocer las diferentes opciones de tratamiento, su repercusion y probabilidades de éxito
para establecer o escoger la informacion suficiente para optimizar los recursos. Este
estudio permitira a través de un ensayo experimental en células U937 fusionadas por PEG

determinar qué farmaco favorece y a qué nivel la detencidn de procesos resortivos.
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ESTADO DEL ARTE

La Asociacion Americana de Endodoncia (AAE) define la Endodoncia como la rama de la
odontologia que estudia la morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa dental y tejidos
perirradiculares, estableciendo los respectivos tratamientos que comprenden
procedimientos clinicos con el objetivo de evitar y tratar la inflamacion e infeccion de la
pulpa dental y los tejidos perirradiculares; por medio de un adecuado diagndstico,

desinfeccién, conformacién y obturacion del sistema de conductos radiculares. (75)

La resorcion radicular es la pérdida progresiva de dentina y cemento por la accién de los
osteoclastos. Es un proceso fisiologico en la exfoliaciéon de la denticién primaria, causado
por la diferenciacion de los osteoclastos debido a la presion ejercida por el diente
permanente en erupcion. Sin embargo, en la denticion secundaria el proceso es

patolégico. (76)

Los osteoclastos son las células responsables de la resorcién de la superficie radicular.
Los osteoclastos pueden, bajo determinadas condiciones, resorber los tejidos
biomineralizados como el hueso, cartilago, cemento y dentina. Para que el osteoclasto
inicie su funcién resortiva, debe ser activado por el RANKL (ligando para el receptor
activador del factor nuclear x ), molécula principal involucrada en la activacién del
osteoclasto producida por los osteoblastos, las células del estroma, los linfocitos T, y
fibroblastos entre otras. El RANKL se une al RANK (el receptor activador del factor
nuclear k¥ B), una proteina transmembrana expresada por los monocitos y los
preosteoclastos. La unidon del RANK con su ligando RANKL, induce la activacion de una
cascada de sefializacion intracelulares que llevan a la fusion de los precursores de sangre

periférica y la diferenciacién y activacion de los osteoclastos. (14,15)

El dafio al ligamento periodontal puede conducir a la activacidon de osteoclastos. Los
osteoclastos que se encuentran cerca de la superficie de la raiz resorberan el cemento y
la dentina subyacente. Esto puede variar en severidad desde la evidencia de lagunas

microscopicas en la superficie radicular hasta destruir completamente la raiz. (34,35)

Cuando hay lesiones que provocan inflamacion perirradicular (traumatismo, bacterias,
blanqueamiento dental, movimiento ortoddntico, tratamiento periodontal), se sintetizan
citoquinas proinflamatorias, se activa el sistema RANKL y los osteoclastos son activados

resorbiendo la superficie de la raiz. (34,36,37)
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A pesar de la prevalencia relativamente alta de esta complicacién, las opciones de
tratamiento son limitadas y no son efectivos en todos los casos; por lo que se deben buscar

alternativas terapéuticas para tratar los procesos resortivos radiculares. (37)
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OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el potencial anti resortivo de la N-acetilcisteina, el propionato de clobetasol y el

hidroxido de calcio en un modelo in vitro de células U937 fusionadas con PEG.
Objetivos especificos

e Evaluar marcadores celulares caracteristicos de osteoclastos en las U937
fusionadas, tratadas con N- acetilcisteina (NAC), propionato de clobetasol o
hidréxido de calcio.

e Evaluar la actividad de TRAP, en las células U937 fusionadas, tratadas con N-
acetilcisteina (NAC) propionato de clobetasol o hidréxido de calcio.

e Evaluar la actividad resortiva, en las células U937 fusionadas tratadas con N-

acetilcisteina (NAC) propionato de clobetasol o hidréxido de calcio.
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METODOLOGIA DE DESARROLLO DEL ESTUDIO
e Laminas de hueso

Las laminas de hueso se elaboraron a partir de hueso cortical bovino; inicialmente, los
huesos se cortaron transversalmente con una sierra eléctrica y se lijaron manualmente
hasta obtener laminas de hueso con superficies homogéneas con un area de 1cm2 y un
grosor de 0.5 mm. Antes de utilizar las laminas de hueso para realizar los cultivos
celulares y el tratamiento con PEG, se sumergieron en una solucién de SDS al 10% por 8
horas bajo agitacién continua, se lavaron doce veces con agua destilada hasta eliminar
totalmente el detergente, se esterilizaron con metanol puro por 60 minutos, se lavaron
dos veces con medio RPMI suplementado con 10% SFB, finalmente se dejaron bajo luz U.V

por 1 hora.
e Fusion con PEG

Para la fusion celular, las células U937 se lavaron tres veces con PBS-EDTA 0.02% sal
disodica, fueron centrifugadas (700 x g) y resuspendidas en RPMI para contarlas
(aproximadamente 1x106). Se centrifugarony se elimino el sobrenadante, luego se colocé
el tubo sobre gasa estéril para eliminar todo residuo de RPMI y evitar diluir el
polietilenglicol (PEG). Se agreg6 50 ul de PEG de peso molecular 1450 al 50% (p/v),
previamente calentado a 372 C, se agitd suavemente, mediante golpes con el dedo en la
base del tubo, para homogenizar el botdn celular en el PEG y se llevo a 372 C durante 5
minutos. A partir de ese momento se adicionaron 40 pl de RPMI cada 60 segundos por 5
minutos, posteriormente 80 ul de RPMI cada minuto durante 5 minutos y 160 pl de RPMI
cada minuto durante 5 minutos. Posteriormente las células se centrifugaron y se lavaron

dos veces con RPMI para retirar el PEG.
e Siembray tratamiento con NAC, clobetasol e hidréxido de calcio.

Las células U937 tratadas o no con PEG se resuspendieron en 30 pL. de medio RPMI (por
cada lamina 6sea) enriquecido con SFB al 10%. Se sembraron en laminas de hueso puestas
en cajas de 24 pozos por 2 horas para que se adhirieran a la lamina de hueso en una
camara al 5% CO2, 95% de humedad a 37°C, después de este tiempo, los pozos fueron
llevados a un volumen final de 400ul a una concentracion de 30mM de NAC (Fluimucil
300 Mg en Ampollas), y dilucién de 1:100 de la presentaciéon comercial de hidréxido de

calcio (UltraCal™ XS) y propionato de clobetasol (Clobetasol Propionato American
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Generics 0.05 %); como grupo control se tuvieron los pozos de células fusionadas con PEG

sin tratamiento adicional, o las células sin fusionar libres de tratamientos.
e Prueba de fusion

Se recolecté el medio en un tubo de Eppendorf, se lavd y se centrifugd. Se elimino el
sobrenadante y se resuspendi6 el posible botdn celular en 1 mL de PBS estéril. Se tomd
una alicuota de 10 mL y la mezclamos con igual volumen de azul de tripan y la llevamos a
una camara de Neubauer y se tomé una foto de cada cuadrante y se conté el nimero de

células.
e Evaluacion niveles ROS

Para determinar el nivel de ROS las laminas en donde previamente se sembraron las
células U937 fueron tratadas con 50 pL. de DHE [10 uM] y DAPI [10 pg/mL] en medio de
cultivo por 30 minutos, después de este tiempo se fijaron con paraformaldehido al 4% por
10 minutos, luego las laminas fueron lavadas 4 veces con PBS. La lamina ésea se puso
sobre una laminilla porta objetos, y se observd la inmunofluorescencia en un microscopio
invertido de fluorescencia (SOPTOP ®, Kuala Lumpur, Malaysia) con un objetivo 40x a los
2y 4 dias de cultivo. Se tomaron 5 fotos representativas por cada lamina de hueso con el
Software EZ-C1. Ver. Gold. 3.90 de la camara digital Nikon C1 de 4 canales y los niveles
ROS fueron determinados en cada fotografia cuantificando la intensidad de fluorescencia
con el programa Image] 1.52a, Wayne Rasband National Institutes of Health, disponible

en http://rsb.info.nih.gov/ij/, los niveles se expresaron en Intensidad Media de

Fluorescencia. Los ensayos fueron hechos por duplicado y se repitieron dos veces.
¢ Anillos de actina

Las células multinucleadas fusionadas se permeabilizaron con una mezcla de
etanol/acido acético (50:50 v/v), pre-enfriada a 02 C, durante 40 minutos a 4 2C, se
lavaron 3 veces con PBS, se puso anticuerpo primario para actina diluido 1:1000 durante
toda la noche, posteriormente se lavé nuevamente 3 veces con PBS con anticuerpo
secundario 1:1000 y Falloidina a 0.33 pM, luego se adicion6 DAPI (0,1 microgramos por
mililitro durante 5 minutos). Se observé la inmunofluorescencia de cada lamina de hueso
en un microscopio invertido de fluorescencia (SOPTOP ®, Kuala Lumpur, Malaysia) con
un objetivo 40x a los 2 y 4 dias de cultivo. Se tomaron 5 fotos representativas por cada

lamina de hueso con el Software EZ-C1. Ver. Gold. 3.90 de la cdmara digital Nikon C1 de 4
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canales y la presencia de anillos de actina se determino6 cualitativamente. Los ensayos se

realizaron por duplicado y se repitieron dos veces.
e Evaluacion de la expresion de fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP).

Para evaluar si las células multinucleadas expresan fosfatasa acida resistente a tartrato
(TRAP) caracteristica de los osteoclastos, las células se incubaron en pararosanilina
hexazotizada con tartrato (2,8 g/mL) con nitrito de sodio en buffer veronal utilizando
naftol fosfato AS-BI (Sigma) como sustrato y se adiciono tartrato de sodio (28 mg/10 ml),
se ajusto el pH a 5.2. Posteriormente se dejaron a 37 2C durante 2 h, se lavaron en PBS, y
el nimero de células fusionadas TRAP positivas se identificaron por el color rojizo, y se
contaron en el microscopio de luz con un objetivo de 20X. Se realiz6 registro fotografico
siguiendo un camino en “W” sobre la superficie del hueso, se tomaron 5 fotos
representativas con el Software EZ-C1. Ver. Gold. 3.90 de la cAmara digital Nikon C1 de 4
canales. Para su evaluacidn, se cuantificaron las células totales TRAP+ (rojas ladrillo) con
el programa Image] 1.52a, Wayne Rasband National Institutes of Health, disponible en

http://rsb.info.nih.gov/ij/, los resultados se expresaron en porcentaje de drea TRAP

positivas sobre area total. Los ensayos fueron hechos por duplicado y se repitieron dos

veces.
e Evaluacion de la actividad resortiva.

Las células una vez tratadas como se describié anteriormente, se sembraron sobre
laminas de hueso cortical bovino estériles de 0.5 mm de espesor. Como control
experimental se evalud la actividad resortiva de células U937 en medio de cultivo
sembradas en laminas de hueso. Para retirar las células de la ldmina de hueso, se adiciond
buffer de lisis RIPA durante 120 minutos. Para eliminar los residuos celulares o células no
lisadas del hueso se frotaron cuidadosamente con un cepillo dental de cerdas suaves. El
hueso se tifi6 con azul de Commassie durante 30 minutos (en caso de haber sobre
coloracién del hueso, éste se puede decolorar con una mezcla de metanol - acido acético
- agua, 50:10:30, hasta encontrar el contraste necesario visualizado en microscopio
6ptico). Los cortes de hueso se observaron al microscopio 6ptico (20x) y se tomaron las 5
fotografias con el Software EZ-C1. Ver. Gold. 3.90 de la camara digital Nikon C1 de 4

canales. El extendido de la resorcidn de cada fotografia se evalu6 mediante el programa
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Image] 1, y se expreso en porcentaje total de area resorbida. Los ensayos fueron hechos

por duplicado y se repitieron dos veces.
Porcentaje de resorcién = Area total resorbida/Area total del hueso X 100.

HIPOTESIS

v La N- Acetilcisteina (NAC) es mas efectiva en disminuir los procesos de resorciéon

0sea en comparacion al propionato de clobetasol o el hidréxido de calcio.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 ANOVA de una via para determinar si existen diferencias significativas entre los
grupos, seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Los valores de p <
0.05 (intervalo de confianza del 95%) fueron considerados significativos. Se utilizé el

error estandar.

33



RESULTADOS

ROS

En la evaluacién de la expresion de ROS generado por las células U937 fusionadas con
PEG al dia 2 y 4 de cultivo se evidencié que, al adicionar curcumina, NAC (30Mm),
hidréoxido o clobetasol, existe una disminucién significativa de la intensidad de
fluorescencia comparado con el grupo de células fusionadas con PEG, pero sin ningtin

tratamiento adicionado (grupo control positivo), tanto al dia 2 como al 4 de cultivo.

La expresion de ROS, evaluada como Intensidad Media de Fluorescencia, presenta
diferencias en los diferentes tratamientos entre las células del dia 2 y 4, sin embargo, no
se observan diferencias significativas entre los medicamentos y tiene menor intensidad

de fluorescencia el tratamiento con hidréoxido de calcio, tanto al dia 2 como al dia 4.

PEG Curcumina Clobetasol

Dia 2 -ROS

Sin PEG Ca(OH)2

Figura 2 Evaluacion de ROS sobre Idminas dseas con los diferentes tratamientos, dia 2. Fotos tomadas por Palma et al. 2021

PEG Curcumina Clobetasol

Dia 4 —ROS

Sin PEG Ca(OH)2

Figura 3 Evaluacién de ROS sobre Idminas éseas con los diferentes tratamientos, dia 4. Fotos tomadas por Palma et al. 2021
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Figura 4 Grdfica comparativa de niveles de ROS con los diferentes tratamientos.

TRAP

Al evaluar la expresion de células U937 fusionadas con PEG TRAP + al dia 2 y 4 de cultivo,
se evidencié en el dia 2 una mayor expresion de células multinucleadas TRAP+ al usar
hidréxido de calcio y clobetasol en comparacién con los grupos tratados con curcuminay
NAC. Al dia 4 se puede observar una disminucién menor al 50% de las células
multinucleadas TRAP + con todos los tratamientos. Sin embargo, sigue siendo mayor la

disminucién de las células TRAP + tratadas con curcumina.

PEG Curcumina Clobetasol

Dia 2 -TRAP

Sin PEG NAC Ca(OH)2

Figura 5 Evaluacion de TRAP sobre ldminas dseas con los diferentes tratamientos, dia 2. Fotos tomadas por Palma et al.
2021

35



PEG Curcumina Clobetasol

Dia 4 - TRAP

Sin PEG NAC Ca(OH)2

Figura 6 Evaluacion de TRAP sobre laminas dseas con los diferentes tratamientos, dia 4. Fotos tomadas por Palma et al.
2021
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NAC - - - o+ - o o s
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CalOH)2 - - - - - & - - _ . 4

Figura 7 Grdfica comparativa del porcentaje de células TRAP + con los diferentes tratamientos.

RESORCION

Al evaluar el porcentaje de resorcién 6sea, al dia 2 se puede observar que la curcumina
presenta una mayor actividad antirresortiva, seguido del hidréxido de calcio y NAC. Sin
embargo, al dia 4 se observa que NAC presenta una mejor actividad antirresortiva que el

hidroéxido de calcio, aunque no de manera significativa.
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PEG Curcumina Clobetasol

-

2 — RESORCION

Dia

Sin PEG NAC Ca(OH)2

Figura 8 Evaluacion de resorcion sobre Idminas dseas con los diferentes tratamientos, dia 2. Fotos tomadas por Palma et al.
2021

PEG Curcumina Clobetasol

-

4 — RESORCION

Dia

Sin PEG NAC Ca(OH)2

Figura 9 Evaluacion de resorcion sobre Idminas éseas con los diferentes tratamientos, dia 4. Fotos tomadas por Palma et al.
2021
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Figura 10 Grdfica comparativa del porcentaje de resorcion ésea con los diferentes tratamientos.

ANILLOS DE ACTINA

En las células fusionadas con PEG se observa un aumento en la formacion de anillos de
actina. Cuando se agrega curcumina, se observa una disminucién del nimero de células
con expresion de anillos de actina asociada a la actividad antirresortiva de la curcumina.
En los grupos tratados con clobetasol hay menos desorganizacion de los anillos de actina,

seguido de los grupos tratados con NAC e hidréxido de calcio.
PEG

Sin PEG

Curcumina Clobetasol

NAC
Figure 11 Evaluacidn de anillos de actina sobre Idminas dseas con los diferentes tratamientos, dia 2. Fotos tomadas por
Palma et al. 2021

Dia 2 — Actina

Ca(OH)2
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Curcumina Clobetasol
NAC

Figure 12 Evaluacidn de anillos de actina sobre Idminas 6seas con los diferentes tratamientos, dia 4. Fotos tomadas por
Palma et al. 2021

Dia 4 — Actina

PEG

Sin PEG

Ca(OH)2
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DISCUSION

La resorcidn radicular externa es la complicacion de mayor preocupacion entre los
endodoncistas. El manejo que se tome una vez diagnosticada es de vital importancia, para
poder detenerla. En los diferentes intentos de controlarla se ha sugerido el uso de
diferentes agentes terapéuticos como el hidroxido de calcio, el propionato de clobetasol
(los mas usados), la pasta Ledermix® y el Emdogain®; este ultimo sin presentar grandes

ventajas frente a los otros materiales. (2)

Una posible alternativa es el uso de la N-acetilcisteina (NAC), el cual es un potente agente
antioxidante de origen vegetal, encontrado sobre todo en plantas de la especie Allium,
especialmente en la cebolla, tiene efecto antiinflamatorio, antioxidante y antimicrobiano,
ya que se ha demostrado que reduce eficazmente la formacién de biopeliculas en una
variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Escherichia

coli entre otras. (12,13,55)

Su efecto antioxidante se da por un proceso metabdlico que convierte el NAC en cisteina,
la cual estimula la sintesis del glutation, que es el antioxidante end6geno mas abundante
en los organismos vivos. Ademads, impide la oxidacion de importantes moléculas
estructurales y funcionales y el comienzo de lesiones por radicales libres por ser un eficaz
agente reductor por la presencia de su grupo sulfhidrilo libre (-SH). Lo que se busca con
el uso de NAC es restaurar las defensas antioxidantes, lo que bloquea la actividad de Nox

(NADPH oxidasa) necesaria para el proceso de formacion de ROS. (12)

Su actividad antiinflamatoria se asocia con la disminucién de la via de sefializacion
asociada al NF-kB; NAC suprime la ubiquitinacion y degradacién de I-kB (un inhibidor de
NF-kB) y, por lo tanto, bloquea la translocacién y activacidon nuclear de NF-«kB. También
previene la expresion de citocinas proinflamatorias inducidas por lipopolisacaridos, como
la interleucina-1f3 (IL-1[3), IL-6 e IL-8, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor

de crecimiento transformante (TGF-) en macréfagos y fibroblastos. (61)

En la literatura se ha demostrado la eficacia antirresortiva de la NAC a nivel sistémico
para el manejo de enfermedades como la osteoporosis (77,78), pero a nivel endoddntico
los estudios se han encaminado a estudiar la actividad antimicrobiana por eliminacion de

la biopelicula endodoéntica, demostrando una mayor eficacia sobre medicamentos
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intraconducto tradicionales como el hidréxido de calcio y la clorhexidina (12,13); también
se ha demostrado su eficacia sobre el aumento de moléculas como las resolvinas E1 y D2
en tejidos periapicales (61), las cuales favorecen la resolucion de los procesos

inflamatorios.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial del efecto antirresortivo de la NAC
frente al propionato de clobetasol y el hidroxido de calcio, para su posible utilizaciéon como
medicamento intraconducto. Para esto, se compar¢ el efecto de los tres medicamentos en
un modelo in vitro de resorcion utilizando la linea celular U937 fusionadas con PEG sobre

laminas de hueso bovino. (19)

En este estudio evidenciamos que la NAC es el medicamento con mejor comportamiento
presentando una importante capacidad antirresortiva que se puede mantener en el
tiempo (dia 2: 9,9%, dia 4: 8,9%), en contraste con el grupo tratado con hidréxido de
calcio, donde con el tiempo, aumenta el porcentaje de area de resorcién (dia 2: 6,8%, dia
4: 11,7%). De igual modo, encontramos que las ldminas 6seas tratadas con clobetasol
muestran un aumento importante en el porcentaje de resorcién en comparacién con los
otros medicamentos tanto al dia 2 como al dia 4 (20,2% y 17,3%, respectivamente), pero
sin diferencias significativas. Cabe mencionar que en la literatura se recomienda el uso
intracanal mas prolongado de este medicamento (de 2 a 4 semanas) y es muy comun

utilizar el corticoide mezclado con un antibidtico (minociclina es el mas usado). (1,38)

La NAC fue mas efectiva que el hidréxido de calcio y el clobetasol para inhibir la actividad

resortiva en este modelo de hueso bovino.

Por otro lado, la curcumina es un compuesto extraido de los rizomas de la circuma que
es un eficaz agente antiinflamatorio y antioxidante. Tenemos resultados positivos e
interesantes para sugerir a la curcumina como un compuesto modulador de las
resorciones radiculares, al mostrar los mejores resultados en cuanto al porcentaje de area
de resorcion, menor intensidad de fluorescencia y menor porcentaje de células TRAP +

que los medicamentos estudiados.

Se ha encontrado en la literatura que la curcumina inhibe la pérdida 6sea al reducir la
osteoclastogénesis mediante el aumento de la actividad antioxidante y el deterioro de la
sefalizacion de RANKL. Este efecto protector de la curcumina sobre la osteoclastogénesis

parece ocurrir a través de la mejora de la activacion de las vias Akt/NF-kB/NFATc1 (factor
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nuclear de células T activadas 1). Ademas de mostrar un efecto inmunomodulador sobre
la polarizacion de los macréfagos mediante la regulacion negativa de las citocinas
proinflamatorias y la regulacion positiva de las citocinas antiinflamatorias.
Adicionalmente, este fitoquimico tiene capacidad antioxidante, por lo que regula el
metabolismo 6seo al reducir la produccion de ROS y mejorar las propiedades

antioxidantes y antiinflamatorias. (79-81)
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CONCLUSION

Al evaluar los perfiles de biocompatibilidad y eficacia del uso de la N-acetilcisteina, el
propionato de clobetasol y el hidréxido de calcio en un modelo in vitro de células U937
fusionadas con PEG sobre laminas de hueso, observamos que los nuevos medicamentos
propuestos tienen una importante capacidad antirresortiva al disminuir la
osteoclastogénesis y la actividad de las células osteoclasticas maduras y este mecanismo
se mantiene en el tiempo; por lo que pueden ser beneficiosos en diferentes procesos
patolégicos perirradiculares. Al utilizar como control a la curcumina, un compuesto
extraido de los rizomas de la circuma que es un eficaz agente antiinflamatorio y
antioxidante, se obtienen resultados interesantes para tener en cuenta como compuesto
modulador de las resorciones radiculares. Es importante anotar, que los materiales se
utilizaron in vitro directamente sobre la matriz 6sea, por lo que se sugiere evaluar la
capacidad de difusion de los materiales a través de la dentina, y el papel amortiguador de
la dentina para determinar su potencia antirresortiva al ser utilizados como

medicamentos intraconductos.
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