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ABREVIATURAS

H,O,: Perbxido de hidrogeno.

HGF: Fibroblasto gingival humano.

NO: Oxido nitrico.

P13-K: Fosfatidil Inositol 3 cinasa.

NFk-B: Factor de trascripcion nuclear kappa B.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

IRAK: Cinasa asociada al receptor de interleucina-1.

TAK1: Cinasa activadora del factor de crecimiento transformante f3-1.
Bcl-2: linfoma de células B-2.

Bim: Proteina apoptoética.

Bax: Proteina apoptotica.

Apaf-1: Apoptosis proteasa- activador de factor-1.

Bid: Proteina apoptotica.

Caspasa 3: Cisteinil aspartato proteasa 3.

Caspasa 7: Cisteinil aspartato proteasa 7.

Caspasa 8: Cisteinil aspartato proteasa 8.

Caspasa 9: Cisteinil aspartato proteasa 9.

FADD: Factor asociado a dominio de muerte.

SMAC/DIABLO: Segundo activador derivado de mitocondria para caspasas.



1. Planteamiento del problema

En la practica odontolégica el peroxido de hidrogeno ha sido ampliamente
utilizado en cirugia, para la eliminacién de bacterias que se presentan cuando la
sutura ha pasado algun tiempo en contacto con la piel o encia, para incrementar la
salud en la encia, y en el blanqueamiento dental. Todos estos procedimientos en
los que se ocupa el perdxido de hidrogeno se obtiene un beneficio y en algunos
casos se ocasionan efectos secundarios que repercuten en los tejidos adyacentes,
ya que el H,O, es muy citotéxico para las células, induciéndolas a 2 mecanismos
gue son: la adaptacion y apoptosis siendo esta a la que nos enfocaremos en este
estudio, la apoptosis es un proceso deliberado que realizan las células en los
organismos multicelulares estableciéndose como uno de los principales tipos de
muerte celular e involucra una serie eventos bioquimicos que conduce a la
apoptosis.

Una vez conocida la problematica del estudio decidimos caracterizar las
sefales apoptoticas que se dan dentro de la células cuando estas, entran en
contacto con el perdxido de hidrégeno hasta llegar a un muerte controlada

En forma inicial, en el laboratorio se ha estudiado el efecto del perdxido de
hidrogeno que conduce en un evento temprano de fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina y de igual forma promueve la activacion de la familia de las
proteinas cinasas activadas por mitbgeno (MAPK) p38, ERK y JNK.

Sabiendo con anterioridad que con el estimulo del perdxido de hidrogeno
sobre las células se activan a las MAPK, pero nos enfocaremos en las proteinas
pro y anti apoptoticas que dependen de la mitocondria.

2. Justificacion del estudio

Mediante la caracterizacion de las diferentes vias que estan implicadas en
la activacion de las sefiales anti apoptoticas y pro-apoptoticas, producidas por
factores internos y/o externos, se induce a la muerte celular programada
(apoptosis). Este estudio es importante ya que nos ayudard en un futuro a
promover la inveztigacion para nuevos métodos de eliminacion de bacterias,
blanqueamientos dentales y de farmacos, que puedan interrumpir o adelantar las
sefalizaciones que ocurren dentro de las células. En algunas enfermedades, es
necesario eliminar las células que no entran en apoptosis, aun cuando se
encuentran con dafio celular y se siguen reproduciendo sin control, estas células
crean tejidos anormales, crecen y se dispersan en el cuerpo, como por ejemplo en
algunos tipos de cancer.



3. Introduccién

El peréxido de hidrégeno es ampliamente utilizado en la odontologia para
diversos tratamientos como es el caso del blanqueamiento dental, para la
eliminacion de bacterias y el aumento en la salud de la encia

El blanqueamiento dental, es el tratamiento estético mas solicitado al
cirujano dentista, lo que trae como consecuencia, el uso desmedido del perdxido
de hidroégeno, sin tomar en la mayoria de los casos las precauciones pertinentes;
por tal motivo, se hace necesario un estudio mas a fondo sobre el mecanismo de
accion que se lleva acabo a nivel celular, asi como los efectos secundarios que se
pueden presentar en el periodonto y mucosa yugal.

En la eliminacion de bacterias se ocupa el peréxido de hidrogeno ya que es
muy citotoxico para las bacterias siendo una de las principales ventajas del H,O,
pero esta citotoxicidad es una desventaja ya que afecta también a las células, una
vez que el peroxido de hidrogeno entra en contacto con la célula, ésta tiene 2
opciones morir o adaptarse.

En este trabajo se analizo, si los estimulos internos producidos por el efecto
del perdxido de hidrogeno en la célula, inducen a la fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina, siendo este un evento temprano y de igual forma promueven
la activacion de la familia de las proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK)
p38, ERK y JNK. Estas proteinas forman parte de la familia Map-cinasa e
interviene en la via de transduccion, que causa liberacién de citocinas, produccion
de 6xido nitrico y asi mismo han sido involucradas con la apoptosis.

4. Antecedentes

El peroxido de hidrégeno es ampliamente utilizado en el hogar como colutorios
gue los pacientes ocupan para la prevenciéon de la enfermedad periodontal, en el
blanqueamiento dental se ocupa a una concentracion de 15 a 30% para la
aplicacién en el consultorio y a una concentracion de 10 a 15% para la aplicacion
en el hogar, en ocasiones los pacientes adquieren el material en los centros
comerciales para propia colocacién, sin los conocimientos necesarios para su
aplicacion y sin la supervision de un profesional; entrando en contacto el peroxido
de hidrogeno con los tejidos blandos, ocasionando lesiones, como es el caso
cuando el peroxido de hidrogeno entra en contacto con la mucosa yugal causando
lesiones epiteliales superficiales

Se considera que el tratamiento con peroxido de hidrogeno puede ser
citotoxico, lo que desencadena respuestas apoptoticas en los tejidos que estan en
contacto con este; por tal motivo el uso del tratamiento de blanqueamiento dental
debe de ser limitado para el cirujano dentista, por ser el que posee los criterios y
conocimientos necesarios para su aplicacion.



5. Periodonto

El periodonto, es el conjunto de tejidos que le dan la vitalidad al diente, ya que
gracias a este soporte, el diente se mantiene en la boca para cumplir su funcion
principal que es la masticacion. El periodonto esta comprendido por los siguientes
tejidos.*

5.1 Encia

La encia es parte de la mucosa masticatoria que recubre la apdfisis alveolar y
rodea la porcion cervical de los dientes. Adquiere su forma y textura una vez que
los dientes han erupcionados por completo.

En sentido coronario, la encia tiene un color rosada, su limite coronal
termina con el margen gingival libre que tiene un contorno festoneado. En sentido
apical, la encia se continda con la mucosa alveolar laxa, de un color rojo oscuro,
de la que esta separada por el limite mucogingival *

Macroscopicamente la encia se divide en:
5.1.1 Encia libre o marginal.

5.1.2 Encia adherida o insertada.

5.1.3 Encia interdentaria.

5.1.1 Encia Libre o Marginal

La encia libre o marginal es de un color rosa coral, su superficie es opaca y
tiene una consistencia firme. Esta comprendida por el tejido gingival en las zonas
veztibulares, linguales y palatinas de los dientes. Se extiende en un sentido
coronal desde el margen gingival hasta el surco apical libre, que corresponde con
el nivel de la unibn cementoadamantino. Al término de la erupcion el margen
gingival libre se ubica sobre la superficie adamantina, midiendo aproximadamente
de 0.5-3mm en sentido coronal.

Esta encia se asemeja a un liston de 1 a 2 mm de ancho, que contornea
con su borde libre la corona clinica. Se trata de un tejido fibroso muy resistente



cubierto por epitelio queratinizado. La unién de la encia libre con la pared dentaria
forman el surco gingival de 0.5 a 3 mm de profundidad, normalmente y con salud
gingival. En esta region del surco, el epitelio que cubre a la encia no se encuentra
queratinizado, en el fondo del surco, el epitelio se encuentra adherido al diente por
medio de una insercién epitelial® (Fig.1).

Fig. 1 (Imagen del Autor)

Se muestra el espesor de la encia marginal

5.1.2 Encia Adherida o Insertada

La encia insertada, se localiza después de la encia marginal, su aspecto exterior
es granuloso como el de la cascara de naranja, debido a la constitucion fibrosa del
corion, que fija la mucosa en pequefias zonas o puntos por medio de haces de
fibras, dejando a otras porciones del tejido epitelial flojas, esto le proporciona ese
aspecto tan particular.

MicroscOpicamente este efecto de cascara de naranja, es producto de
protuberancias redondeadas que se alternan con depresiones en la superficie
gingival’; en otras palabras, es la interdigitacion de tejido epitelial con el tejido
conectivo.

Como su nombre lo indica, la encia adherida o insertada esta fuertemente
unida a la tabla externa del hueso, lo que le otorga firmeza y consistencia. Los
limites de la encia adherida estan determinados coronalmente por la encia libre y
apicalmente por la mucosa alveolar. (Fig. 3). Esta uUltima es movil y no esta
queratinizada como el resto de la mucosa de toda la boca, se extiende hasta el
repliegue o fondo de saco del veztibulo.*

El ancho de esta encia en la zona veztibular difiere en las diferentes zonas
de la boca. En la maxila, la zona de incisivos tiene un ancho de 3.5 mm a 4.5 mm,



en la zona de premolares y molares es de 1.9 mm. En la mandibula la zona de
incisivos tiene una anchura de 3.3 mm a 3.9 mm y en la zona de premolares y
molares tiene un espesor de 1.8 mm.?

Fig. 2 (Imagen del Autor)
Muestra la longitud de la encia insertada

5.1.3 Encia Interdentaria

La forma de la encia Interdentaria est4 determinada por los puntos de contacto de
los dientes, la anchura de las superficies dentarias proximales y el curso de la
union cemento adamantina. En la zona de anteriores, la papila dental tiene forma
piramidal, mientras que en la zona de molares las papilas suelen estar mas
aplastadas en sentido veztibulo lingual.?

Asi, las papilas interdentarias en estas zonas, suelen tener una porcion
veztibular y otra lingual o palatina separadas por la region llamada col o collado

WA
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Fig. 3 (Imagen del Autor)
Muestra el punto de contacto de los érganos dentarios y el col o collado




Epitelio bucal

La encia marginal comprende todas las estructuras tisulares, constituida hasta el
nivel del limite cemento adamantino. El epitelio que recubre la encia marginal se
diferencia en 3: epitelio bucal que mira hacia la cavidad bucal, epitelio sulcular
bucal que mira hacia el diente sin ponerse en contacto con él, epitelio de unién,
que permite la adherencia de la encia y el diente.?

El limite entre el epitelio bucal y el tejido conectivo subyacente sigue un
curso ondulado. Las porciones de tejido conectivo que se proyectan en el epitelio
reciben el nombre de papilas conectivas y estan separadas entre si por las papilas
dérmicas o crestas epiteliales.*

Cuando la encia se encuentra en un estado de salud, las papilas conectivas
y el plexo epitelial estan ausentes en el limite entre el epitelio de unién y el tejido
conectivo subyacente. Un rasgo morfolégico caracteristico del epitelio bucal y del
epitelio sulcular es, la presencia de las papilas dérmicas, en tanto que estas
estructuras faltan en el epitelio de union.*

El epitelio bucal es un epitelio queratinizado, estratificado y escamoso, que
segun el grado de diferenciacion de sus células productoras de queratina, puede
ser dividido en cuatro capas celulares que son:

Capa basal.

Capa espino celular.

Capa celular granulosa.
Capa celular queratinizada.

hrwbE

Ademas de las células productoras de queratina que comprenden alrededor del
90% del total de la poblacion celular, el epitelio bucal contiene tres tipos de células
mas, que son los Melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel.?

Melanocitos

Los Melanocitos son células dendriticas que se localizan en la capa basal y
espinosa del epitelio gingival. Estas células crean la melanina que se sintetiza en
los organelos llamados premelanosomas. Estos organelos contienen tirosinasa,
gue convierte a la tirosina en dihidroxifelalanina que a su vez se transforma poco a
poco en melanina. ?

Células de Langerhans.
Estas células son dendriticas y se encuentran entre los queratinocitos en todos los

niveles supra basales. Tienen granulos elongados y son macréfagos con posibles
propiedades antigénicas.?



Células de Merkel

Estas células se encuentran en la parte mas profunda del epitelio y son terminales
de fibras nerviosas, que se conectan a la célula adyacente por medio de
desmosomas.?

Epitelio dento-gingival.

Los componentes estructurales de la region dento-gingival alcanzan sus
caracteristicas estructurales en conjuncién con la erupcion de los dientes.
Entre estos cambios se puede distinguir los siguientes: >

1. Cuando el esmalte dentario alcanza su desarrollo pleno, los
ameloblastos se acortan y producen una ldmina basal formando
junto con las células del epitelio del esmalte externo el llamado
epitelio reducido del esmalte, que rodea la corona del diente desde el
momento en que el esmalte queda correctamente mineralizado,
hasta que el diente comienza a erupcionar.

2. Cuando el diente se encuentra en su proceso eruptivo se acerca al
epitelio bucal, hasta el momento en el que el epitelio reducido del
esmalte se une al epitelio bucal siendo reemplazado gradualmente
por este ultimo.

3. Cuando el diente ha penetrado en la cavidad bucal, el epitelio
reducido del esmalte y el epitelio bucal se fusionan en el borde
incisal del diente. Grandes porciones apicales al area incisal del
esmalte quedan cubiertas por el epitelio de unién que contiene de 3
a 4 capas de células de espesor en los primeros afios de vida y con
la edad aumenta de 10 a 20 capas de células, su longitud varia de
0.25 a 1.35mm.? En dientes de reciente erupcién dicho epitelio se
extiende desde el fondo del surco gingival, hasta el borde apical del
esmalte y es una banda que varia en grosor, de 15 a 30 células
cerca del surco gingival.* La regién cervical del esmalte en este
momento se encuentra cubierta por ameloblastos y por las células
externas del epitelio reducido del esmalte.

4. Durante las ultimas fases de la erupcion del diente, todas las células
del epitelio reducido del esmalte son reemplazadas por el epitelio de
union; este epitelio se continda con el epitelio bucal y participa en la
adherencia entre el diente y la encia.*



5.1.4 Tejido Conectivo

El tejido conectivo que predomina en la encia y el ligamento periodontal es laxo.’
Los componentes principales son las fibras colagenas (60%), fibroblastos (5%),
vasos, nervios y matriz organica (35%).?

5.1.4.1 Células
En el tejido conectivo existen 4 diferentes tipos de células que son :

1. Fibroblastos: Estas células del tejido conectivo son las que mas predominan
en un 65%. Es una célula fusiforme o estrellada, con ndcleo de forma ovalada, su
citoplasma contiene un reticulo endoplasmético granuloso bien desarrollado con
ribosomas. Esta dedicado a la producciéon de diversos tipos de fibras halladas en
el tejido conectivo, ademas interviene en la sintesis de la matriz.® (Fig.4)

Fig. 4 Fibroblasto gingival humano. Microscopia de interferencia de Nomarski. Aumento 100x. !

2. Los mastocitos: son células que se encuentran en el tejido conjuntivo, son los
encargados de liberar histamina, y cuando se exponen a algunos antigenos estos
liberan heparina. (Fig.5)®

Fig. 5 Mastocitos.’

3. Macréfagos: La palabra macréfago procede del griego macro que significa
grande y fagos que significa comer con un significado completo de gran comedor.
Su funcién es fagocitar, abundan en especial en el tejido inflamado, derivan de los
monocitos sanguineos migrados dentro del tejido, a menudo se encuentran restos
de material fagocitado en sus veziculas lisosémicas que son los fagosomas.*° Los
macréfagos son células del sistema inmunitario, que se localizan en los tejidos



procedentes de la emigracion desde la sangre a partir de un tipo de leucocito
llamado monocito. (Fig. 6)

Fig. 6 Macrdéfago.

4. Leucocitos Polimorfonucleares: Son células con un nucleo lobulado y en el
citoplasma se encuentran numerosos lisosomas. (Fig. 7)

Fig. 7 Leucocito PMN.

5. Linfocitos: Se caracterizan por presentar un ndcleo esférico que contiene
zonas localizadas de cromatina densa (Fig. 8).

Fig. 8 Linfocito saliendo de la médula."®



5.1.4.2 Fibras del tejido conectivo

Las fibras del tejido conectivo son producidas por los fibroblastos y se divide en:

1)

2)

Fibras coldgenas. Predominan en el tejido conectivo y constituyen los
componentes mas esenciales del periodonto. La unidad menor de la
molécula de colageno, suele ser conocida como tropocolageno que se
compone de tres cadenas de polipéptidos entrelazadas para formar una
hélice. Cada cadena contiene unos 1000 aminoacidos™ (Fig. 9). Un tercio
de ellos son glicina y alrededor del 20% prolina e hidroxiprolina. La sintesis
del tropocolageno se realiza dentro del fibroblasto, desde el que la molécula
sera secretada hacia el espacio extracelular. Primero, las moléculas de
tropocoldgeno se agregan longitudinalmente para formar protofibrillas, que
posteriormente se integran lateralmente y paralelas en las fibrillas
colagenas.™

Fig. 9. Fibra de Colageno Tipo .15

Fibras de reticulina: Son numerosas en el tejido adyacente a la membrana
basal. Sin embargo también aparecen en grandes cantidades en el tejido
conectivo laxo, que rodea a los vasos sanguineos. De tal modo, que estan
presentes en las interfaces de los tejidos, como entre el epitelio y el tejido
conectivo y endotelio y tejido conectivo. **(Fig.10)

Fig. 10 Fibras Reticulares.*®

3) Fibras Oxitalanicas: Estan presentes en la encia y ligamento periodontal,

simulan estar compuestas por fibrillas finas y largas con un diametro
aproximadamente de 150 A!, estas fibras solo se pueden ver con el



microscopio optico después de que se han oxidado con acido paracético.
(Fig. 11)

Fig. 11 La fotomicrografia ilustra las Fibras Oxitalanicas en el ligamento periodontal donde
siguen un curso principalmente paralelo al eje longitudinal del diente.

4) Fibras elasticas: En el tejido conectivo de la encia y del ligamento
periodontal, s6lo hay fibras elasticas en asociacion con los vasos
sanguineos.! Sin embargo, son numerosas en el tejido conectivo de la
mucosa alveolar. La encia en vision coronal del limite mucogingival no
contiene fibras elasticas. *’

Aunque muchas de las fibras colagenas en la encia y el ligamento
periodontal estan distribuidas irregularmente o aleatoriamente, la mayoria tienden
a estar dispuestas en grupos de haces con una clara orientacion. De acuerdo con
su insercién y curso dentro de los tejidos, los haces de las fibras se encuentran
orientados en la enciay pueden dividirse en los siguientes grupos: *

1) Fibras circulares. Son haces de fibras que siguen un curso dentro de la
encia libre y rodean al diente como un anillo* (Fig.12).

2) Fibras transeptales. Corren a través del tabigque interdentario y estan
incluidas en el cemento de dientes adyacentes® (Fig. 12).

Fibras Circulares

Fibras
Transeptales

Fig.12 Muestra de las fibras circulares y transeptales.



3) Fibras dentogingivales. Estan incluidas en el cemento de la porcién supra
alveolar de la raiz y se proyectan desde el cemento hacia el tejido gingival
libre que se encuentra en veztibular, lingual e interproximal, tiene una
configuracién de abanico® (Fig.13).

4) Fibras dentoperiosticas. Estan incluidas en la misma porcion del cemento
que las fibras dentogingivales, pero siguen un curso apical sobre la cresta
6sea veztibular y lingual; terminan en el tejido de la encia adherida®
(Fig. 13).

|.| Fibras Dento Gingivales

.| Fibras Dentoperiosticas
N\

Fig.13 (Imagen del Autor)
Imagen del autor esquema de las fibras dento gingivales en color rojo y Fibras
Dentoperiésticas en color azul.

5.1.4.3 Matriz

La matriz del tejido conectivo es producida primero por los fibroblastos, aunque
algunos componentes son generados por los mastocitos y otros provienen de la
sangre. Es el medio en el que las células estan incorporadas y es indispensable
para el buen funcionamiento de todas las células, ya que ayuda en el transporte
de nutrientes, metabolitos, electrolitos y agua.®

Los componentes de la matriz son macromoléculas de carbohidratos y se
dividen en dos: proteoglicanos y glicoproteinas. Los proteoglicanos contienen
glicosaminoglicanos como unidad principal de los hidratos de carbono, a través de
los enlaces covalentes se juntan a una o mas proteinas. El compuesto de los
hidratos de carbono es siempre predominante en los proteoglicanos, ya que estas
proteinas son flexibles, grandes y con carga negativa. Se unen y ocupan espacios
aun mas grandes, por esto las moléculas mas pequefias como el agua y los
electrolitos pueden pasar libremente; asi mantienen el control de los liquidos
estabilizando la presién osmética.*



Debido a su estructura e hidratacion, las macromoléculas ejercen
resistencia a la deformacion, lo que actia como reguladores de la coherencia del
tejido conectivo.*

5.2 Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo que rodea la raiz del diente
relacionandolo de forma directa con el hueso, éste se continda con el tejido
conectivo de la encia y se comunica con el hueso mediante los canales
vasculares, ubicados en los espacios medulares del mismo* (Fig. 14).

Fig. 14 (Imagen del Autor)
La imagen muestra el ligamento periodontal de un diente sano.

El ligamento periodontal se compone por fibras periodontales.

Las principales fibras del ligamento periodontal estan compuestas de colageno
tipo 1.'® La configuracion molecular del colageno les confiere fuerza tensible y
flexibilidad a los tejidos que la contienen, se encuentran dispuestas a manera de
haces siguiendo un curso ondulado; su porcién terminal se inserta en el cemento
radicular y en el hueso denominandose fibras de Sharpey (Fig. 15).*



Fig. 15 Fibras de Sharpey en céme'nto acelular. Podemos ver en A. Fibras de ligamento
periodontal. B. Fibras de Sharpey. C. Union de dentina-cemento. D. Cementoblastos. E. Cemento
acelular.

5.2.1 Ubicacién de las Fibras
Las fibras periodontales se dividen en 5 grupos®® (Fig. 16).

1. Cresto-alveolares. Van del cemento que se encuentra debajo del epitelio
de union a la cresta alveolar. Estas fibras también corren del cemento hasta
el estrato fibroso del periostio cubriendo al hueso alveolar. Su funcion
consiste en prevenir la extrusion del diente y resistir los movimientos
laterales.

2. Fibras horizontales. Se insertan en el cemento y corren por todo el eje
longitudinal del diente hasta fijarse al hueso alveolar.

3. Fibras oblicuas. Es el grupo mas grande de fibras periodontales; ya que se
insertan en el cemento y se dirigen en direccion coronal oblicua al hueso.
Su funcién es resistir las fuerzas verticales en la masticacion y
transformarlas en tension que absorbera el hueso alveolar.

4. Fibras apicales. Surgen del cemento de la zona del foramen apical y se

insertan en el hueso. No estan presentes en dientes con raiz incompleta.

5. Fibras inter radiculares. Se despliegan en abanico desde el cemento a la
zona de la furca de dientes multi radiculares.



Cresto alveolares

Horizontal

Oblicuas

Apicales

Fig. 16 (Imagen del Autor)
La ilustracién muestra la ubicacion y direccién de las fibras del ligamento periodontal.

5.2.2 Funciones del Ligamento Periodontal
Las funciones del Ligamento Periodontal se dividen en: fisicas y sensoriales.
Funciones fisicas.*® (Fig. 17)

1. Brinda proteccién contra posibles fracturas de los conductos sanguineos y
nervios.

2. Transmiten las fuerzas oclusales hacia el hueso.
3. Adhieren el diente al hueso.
4. Mantienen los tejidos gingivales en relacion con los dientes.

5. Resisten el impacto de las fuerzas oclusales.

Fig. 17 (Imagen del Autor)
Muestra las diferentes cargas que puede presentar un diente y como actda el ligamento.



Funciones sensoriales® (Fig. 18):

1. Terminaciones libres: tienen una configuracion ramificada que conducen
sensaciones de dolor.

2. Mecanorreceptores de Ruffino: localizados principalmente en el area
periapical.

3. Corpusculos de Meissner: también son mecanorreceptores y se encuentran
principalmente en el tercio medio de la raiz.

4. Terminaciones propioseptivas y sensoriales que estan rodeadas de una
capsula fibrosa, localizandose principalmente en el apice.
)

Fig.18 (Imagen del Autor)
Muestra como el ligamento sirve de propioceptivo ante movimientos muy levez.

5.3 Cemento

El cemento es un tejido mineralizado, avascular, mesenquimatico y especializado,
que cubre la raiz y en ocasiones pequefias porciones de la corona de los dientes.
Tiene muchas caracteristicas en comun con el tejido éseo, sin embargo, el
cemento no contiene vasos sanguineos o vasos linfaticos, no tiene inervacion y no
experimenta resorcion fisiologica o remodelacién, pero se caracteriza por la
continua deposicién de cemento durante toda la vida. Al igual que otros tejidos
mineralizados, contiene fibras de colageno incrustadas en una matriz organica, su
principal componente es la hidroxiapatita *(Fig. 19).

Cemento radicular

Fig. 19 (Imagen del Autor)
Cemento radicular.



Existen 3 clasificaciones del cemento que son: * (Fig. 20).

1. Cemento Acelular: Se encuentra en la parte coronal y en el tercio medio de la
raiz, contiene principalmente paquetes de fibras de Sharpey.

2. Cemento Celular Mixto: Este contiene dos tipos de cemento: acelular y celular,
se produce en el tercio apical de las raices y en el furca, contiene fibras
extrinsecas e intrinsecas asi como cementocitos.

3. Cemento Celular: Contienen fibras intrinsecas, cementocitos y se encuentra en
la porcion apical del diente.

El espesor del cemento disminuye de apical a coronal. Aumentando el grosor
con la edad, dependiendo de las fuerzas de masticacion mas el tiempo en que el
diente ha estado en oclusion.

El cemento proporciona un medio de retencion por anclaje de las fibras
colagenas del ligamento periodontal, que fijan el diente al hueso alveolar, controla
el ancho del espacio periodontal, permite la reorientacion de fibras periodontales,
conserva la insercion de dichas fibras durante el movimiento dentario, transmite
las fuerzas oclusales a la membrana periodontal, repara la superficie radicular
cuando se presentan fracturas o resorciones y compensa el desgaste del diente
por atricion.

-

’

Fig. 20 Imagen histolégica del cemento dentario, donde se puede apreciar el cemento celular, el
cemento acelular y las lagunas en las que quedan atrapados los cementoblastos. 20

5.3.1 Componentes estructurales

El cemento esta formado por células y por una matriz extracelular calcificada. Las
principales células son los cementoblastos y los cementocitos.*

Los cementoblastos se encargan de sintetizar tropocolageno que formara las
fiboras colagenas intrinsecas y los proteoglicanos o glucosaminoglicanos que
formaran la matriz extracelular.*



Estos cementoblastos se encuentran adosados a la superficie del cemento
del lado del ligamento periodontal. Si se presentan activos, se observan como
células cubicas vascofilas, por el contrario, si se encuentran inactivos, se observan
aplanados con nuicleos de heterocromatina.®

En los dientes con raices completamente formadas, los cementoblastos
activos se encuentran solo a partir del tercio medio de la raiz o solo en el tercio
apical, es decir, en las zonas donde hay deposicion de cemento secundario. Entre
los cementoblastos activos y el cemento mineralizado, existe una delgada capa de
sustancia cementoide o cemento inmaduro, que representa la deposicibn mas
reciente de matriz organica donde no se han precipitado sales minerales.”

Los Cementocitos son los cementoblastos que quedaron atrapados en el
cemento mineralizado. Estos se alojan en cavidades denominadas
cementoplastos o lagunas.?!, presentan entre 10 y 20 prolongaciones
citoplasmaticas que emergen del cuerpo celular y se extienden hacia la superficie
externa en direccién al periodonto, que representa su fuente de nutricion.*

5.4 Hueso alveolar

El hueso alveolar se define como las partes de la maxilar y la mandibula que da
sustento a todos los dientes (Fig.21). El proceso alveolar se genera en conjunto
con el desarrollo y la erupcion de los dientes. Esta formado por el estimulo de las
células del foliculo dental y el desarrollo de las células que son osteocitos y
osteoblastos, siendo independientes de los dientes. La unién de la raiz, cemento,
membrarzlg periodontal y hueso alveolar constituyen el aparato de soporte de los
dientes.

Las células que conforman el hueso son
Osteoblastos: células creadoras de hueso.
Osteocitos: células en reposo dentro de una laguna.
Osteoclastos: células que reabsorben el hueso.
Estas células se encuentran en las siguientes zonas:
1. En la superficie de las trabéculas 6seas del hueso esponjoso.
2. En la superficie externa del hueso cortical que conforma los
maxilares.
En las paredes alveolares, del lado del ligamento periodontal.

En la porcion interna del hueso cortical, del lado de los espacios
medulares.?

how



Fig. 21 (Imagen del Autor) Hueso alveolar de la maxila

La reabsorcion del hueso esta vinculada siempre a los osteoclastos
(Fig. 22), estas son células gigantes, especializadas en la degradacion de la matriz
mineralizada (hueso, dentina, cemento); probablemente se generan a partir de los
monocitos vasculares. La osteolisis (degradacién del hueso) es un proceso celular
activo ejercido por los osteoclastos. Estas células estan activas en la reabsorcion,
se adhieren a la superficie del hueso y crean concavidades lagunares
denominadas lagunas de Howship. Los osteoclastos son moviles y capaces de
migrar por la superficie 6sea.”

Fig. 22 Se muestran las reacciones quimicas que se tienen en una accion osteoclastica, iniciando
la reaccioén con la presencia del osteoclasto y CO,, tras una serie de reacciones se da la secrecién
de Cly H produciendo un pH de 4, desmineralizando el hueso y extrayendo el Ca para que el
osteoclasto siga su accién osteoclastica.”®

Tanto el hueso cortical como el esponjoso experimentan continuamente un
remodelado (reabsorcion seguida de neoformacién), en respuesta al
desplazamiento de los dientes y a los cambios en las fuerzas funcionales que
actGan sobre los dientes.?* Durante el crecimiento 6seo, se forman los osteonas
primarios, mientras que los osteonas secundarios se generan durante el proceso
de remodelacion. Primero, los osteoclastos forman un conducto de reabsorcion;
después los osteoblastos aparecen y comienzan a llenar el conducto con laminillas
concéntricas. El remodelado de las trabéculas 6seas se inicia con la reabsorcion
de la superficie 6sea por los osteoclastos. Después de un breve periodo, los
osteoblastos comienzan a depositar hueso nuevo y finalmente, se forma un nuevo
paquete (unidad estructural 6sea), delimitado claramente por una linea de hueso
mas denso.?



Las fibras colagenas del ligamento periodontal estan insertadas en el hueso
mineralizado que tapiza la pared del alveolo dentario. Este hueso, que se
denomina hueso fasciculado, tiene un alto ritmo de recambio. Las porciones de las
fibras colagenas insertadas en el hueso fasciculado se llaman fibras de Sharpey.
Estas fibras se mineralizan en su periferia, pero a menudo tienen un nucleo central
no mineralizado. Los haces de fibras colagenas insertadas en el hueso fasciculado
tienen generalmente un didmetro mayor, y son menos numerosos que los haces
de fibras correspondientes del cemento del lado opuesto del ligamento
periodontal. Los haces individuales de fibras pueden ser seguidos desde el hueso
alveolar hasta el cemento. Pero a pesar de estar en el mismo haz de fibras, el
coldgeno adyacente al hueso es siempre menos maduro, que el adyacente al
cemento. El colageno del lado dentario tiene un ritmo de recambio bajo. Asi
mientras el colageno junto al hueso se renueva con relativa rapidez, el colageno
adyacente a la superficie radicular se renueva lentamente.?



6. Blanqueamiento dental y per6xido de hidrégeno
6.1 Introduccion

El blangueamiento dental es el proceso que se utiliza para tratar los dientes con
fines estéticos y para lograr esto se debe eliminar el efecto de manchas o
coloraciones de origen extrinseco o intrinseco. Ya que si a una persona se le
pregunta que es lo que le gustaria cambiar de su boca probablemente diria que el
color de sus dientes, esto es porque los dientes blancos reflejan juventud, salud y
un mayor atractivo fisico.?

6.2 Historia

A lo largo de la historia de la humanidad, el ser humano se ha preocupado por
lograr y obtener una apariencia fisica agradable, y ha considerado la sonrisa
como un medio eficaz para alcanzar ese objetivo. A través de los tiempos, el
hombre ha recurrido a diferentes métodos de acuerdo con su cultura, creencias y
tendencias predominantes en una época determinada; por ejemplo, una
referencia de 2000 a.C menciona una costumbre japonesa llamada ohaguro,
confinada a decolorar los dientes, la cual producia dientes negros o de color café
profundo: otras citas relatan como durante la primera centuria del Imperio
Romano, los sumos sacerdotes manifestaban que lavarse los dientes con orines,
especialmente cuando éstos eran de origen portugués, mantenian los dientes
saludables y blancos.?’

El blanqueamiento dental se ha convertido en la modalidad mas frecuente
de tratamiento, llegando a ser el tratamiento que ha cambiado mas conductas en
la odontologia, debido a que es una técnica sencilla, conservadora, obteniendo
resultados a corto plazo y satisfaciendo la expectativa del paciente de verse con
los dientes més blancos y brillantes.?’

El blanqueamiento dental no es nuevo, el primer reporte del que se tiene
conocimiento data del afio 1877, con el uso del Oxido oxalatico. En 1895, se
comenzé a usar peroxido de hidrogeno y hasta hoy sigue siendo el agente
blanqueador de uso interno y externo por excelencia a una concentracion del
100% mezclado con éter llamado superoxol. Este se recomienda utilizarse a una
temperatura de 46 a 60°C cuando estén implicados dientes vitales, y una gama de
60 a 71°C en dientes no vitales, teniendose en consideracion la edad del paciente
y tamafio de la cAmara pulpar. Cuando el paciente reporte sensibilidad térmica se
debe reducir la temperatura, y se indica un descenso de la temperatura de 5°C.?’

Sin embargo, fue durante las décadas de 1970 y 1980 que muchas
practicas de blanqueamiento se realizaron sobre dientes vitales y no vitales
usando altas concentraciones de peroxido de hidrogeno al 35% con y sin
perborato de sodio, en combinacion con luz de alta intensidad o bajo calor.
Mientras esos agentes proveian un considerable efecto blanqueador, la técnica
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misma mostraba algunas desventajas, ya que durante el tratamiento se
presentaba irritacion gingival y pulpar frecuentes, ademas cuando se
sobrecalentaba el diente, existian cambios en la estructura superficial del tejido
dental y en dientes no vitales era posible inducir una reabsorcion radicular interna
o externa.?’

Dentro de estas inveztigaciones es importante sefialar las siguientes:?’

En 1972; Arens, ante el aumento de tinciones por tetraciclinas en la década
de los 70’s reactiva las técnicas de blanqueamiento de Abbot, caidas en desuso,
consistentes en la aplicacién de peréxido de hidrégeno activado por calor.?’

En 1980; Zaragoza y Cols. Introducen la técnica termoquimica denominada
"blanqueamiento BV" peroxido de hidrégeno al 70% activado por calor en una
cubeta térmica. Aunque con interesantes resultados cae en desuso por ser poco
practica y peligrosa por la alta concentracion del producto que requiere
excepcionales medidas de seguridad.?’

En 1984; McCloskey establece el empleo de una solucion diluida de acido
clorhidrico frotandola contra el esmalte con bolas de algodén.?’

En 1986; Croll y Cavanaugh combinan un 18% de acido clorhidrico con
piedra pémez y raices vegetales.?’

En 1986; Munro. Desarrolla el primer agente comercial blanqueador con
10% peréxido de carbamida .?’

En 1989; Feinman y Cols., seguidores de Arens, son los primeros en definir
cuidadosamente la técnica de perdxido de hidrégeno activado por calor y, sobre
todo, su real campo de aplicacién.?’

En 1989; Haywood y Heymann también recomiendan el uso del gel de
peréxido de carbamida al 10% equivalente al peréxido de hidrogeno al 3.6%
aplicado en la boca mediante finas cubetas de plastico individualizadas para cada
paciente; usandolos durante varias horas diarias en domicilio durante un periodo
de 1-2 semanas. Esto fue el origen de alguna de las actuales técnicas mas
extendidas y econdmicas, que presentan una gran ventaja usando sustancias
blanqueadoras a concentraciones muy bajas en el blanqueamiento domiciliario. En
la actualidad existen innumerables productos de esta categoria en el mercado.?’

A fines de la década de los 80’s, algunos clinicos fortuitamente notaron que
el antiséptico de peroxido de carbamida, usado en el tratamiento de ulceras
aftosas en tejidos blandos y como desinfectante después de cirugia periodontal,
mostraba como resultado un blanqueamiento significativo del esmalte dental,
especialmente cuando se utilizaba con la técnica de cubetas como apésitos.?’



En 1989, el primer articulo sobre guardas nocturnas para el blanqueamiento
de dientes vitales, usando peroxido de carbamida, fue publicado por Haywood y
Heymann después de ser evaluado por la University of North Carolina. Estudios
posteriores probaron que las aplicaciones de peroxido de carbamida podian
disminuir o eliminar decoloraciones del esmalte.?’

6.3 Etiologia de las tinciones

Los dientes pueden llegar a tener una infinita variedad de gama de colores a
causa de diferentes motivos, pero basicamente el color de los dientes viene
determinado genéticamente, lo que quiere decir, que el color de los dientes es una
caracteristica innata como el color de la piel.°

A veces los dientes se tifien antes de la erupcién, en otras ocasiones por la
edad, por causa genéticas, médicas y ambientales, siendo las mas frecuentes las
causas externas como fumar, tomar café, té o alimentos con mucho colorante.?®

Las tinciones también se producen por la penetracidn en la estructura
dental de farmacos sistémicos o ingesta excesiva de fluoruros durante el
desarrollo del esmalte y dentina, o bien por productos derivados del organismo
como bilirrubina, que se deposita en los tdbulos dentinarios, enfermedades
hepaticas, traumatismos dentales donde se encuentra la descomposicion de la
hemoglobina, agresiones externas como bruxismo, cepillado excesivo, bebidas
alcohélicas o bulimia.?

Las tinciones si no desaparecen con el tiempo tienden a provocar
problemas sociales y psicolégicos en los pacientes.?®

El color estd dado por un conjunto de estructuras como son, el esmalte,
cuyo su grosor en dientes anteriores varia de 2 a 2.5mm en el borde incisal y en
los dientes posteriores hasta de 3mm de espesor, a partir de la cara oclusal o
incisal, el esmalte se va adelgazando hasta llegar a cervical, otro factor que
determina el color del diente es la calidad del esmalte ya que puede presentar
diferentes patologias como hipoplasia. La dentina es otro factor que da el color al
diente, en los jovenes se tiene un color pardo amarillento, que en ocasiones tiene
un tinte rosado, con el avance de la edad se van obteniendo colores mas pardos y
mas en personas con habito de tabaquismo.?®

6.3.1 Tinciones extrinsecas

Las tinciones extrinsecas se obtienen cuando el diente esta en contacto directo
como los pigmentos como en el caso de placa dentobacteriana, bacterias
cromogeénicas que degradan proteinas superficiales, colutorios, alimentos,
suspensiones dietéticas, sustancias quimicas y algunos habitos. Estas
pigmentaciones son faciles de eliminar ya que se presentan por factores que solo
pigmentan al diente de una forma superficial. La mayoria de los pigmentos



normalmente se colocan en las superficies linguales de dientes anteriores y otros
por veztibular como es el caso del tabaco y marihuana que produce anillos
delimitados en cervical de un color verde marron, el café y el té pueden crear
tinciones de un color marrédn a negro, estas pigmentaciones son dificiles de
eliminar en fisuras, focetas y en defectos del esmalte. Antes de realizar el
tratamiento de blanqueamiento se recomiendo tratar de eliminar la tincion de la
superficie del esmalte o dentina.?’

6.3.2 Tinciones intrinsecas

Estas tinciones se producen por depoésitos de materiales cromogénicos en el
interior del esmalte o dentina y se puede clasificar en dos tipos preeruptivas y
posteruptivas.?’

Preeruptivas: dentro de esta clasificacién se encuentran las enfermedades
hematoldgicas, enfermedades del higado y alteraciones en el esmalte y/o dentina.
Como algunas de estas enfermedades requieren del uso de medicamentos para
su tratamiento, los cuales ocasionan pigmentaciones como es el caso de la
tetraciclina, minociclina, otros antibidticos y otros casos como el flior que en
concentraciones muy altas causan pigmentaciones.?’

Posterutivas: dentro de esta clasificacion encontramos los causados por
traumatismos, caries primaria 'y secundaria, materiales restauradores,
envejecimiento, tabaquismo, agentes quimicos, algunos alimentos, minociclina.?’

6.3.2.1 Manchas por tetraciclina

El periodo de riesgo de tinciones dentarias por tetraciclina abarca todo aquel
momento en el que el diente se encuentra en formacion de tejido dentario
especialmente coronario. Por lo que la susceptibilidad se encuentra entre el 2°
trimestre del embarazo hasta los 8 afios de edad y solo basta que un nifio entre
en este rango y tome por 3 dias tetraciclina, para que se observen tinciones de
moderadas a severas. Es por esto que esta absolutamente contraindicada la
medicacion de tetraciclina a nifios menores de 8 afios, a no ser que la salud del
paciente asf lo requiera.?’

Las tetraciclinas se fijan al tejido dentario y 6seo en formacion, a través de
su avidez “quelante” por el calcio. La exposicidén a la luz desencadena reacciones
fotoquimicas cromogénicas, por lo que la superficie veztibular de los dientes
anteriores sufren una mayor transformacion de coloracién observandose bandas
de una tonalidad grisacea a marrones. (Fig.23). Se afectan tanto el esmalte, como
la dentina.?®



Fig. 23 Manchas por tetraciclina.?®

Existen cuatro grados de tinciones por tetraciclina segun la clasificacion Jordan y
Boksman de1984 que son las siguientes:*’

Tincién de primer grado.

Va de un color amarillo a gris encontrdndose en la totalidad de la corona de una
forma totalmente distribuida y sin bandas.

Tinciones de segundo grado.

Estas van de un color amarillo o gris, no presentan bandas, para el tratamiento de
este tipo de tinciones se necesita mas de 5 citas.

Tincién de tercer grado.

Se presenta una coloracion gris o azul con presencia de bandas, para esto se da
un tratamiento amplio con la ocupacion de opacadores.

Tincion de cuarto grado.

Este tipo de tinciones se aprecian en los pacientes una coloracién gris azulada en
las encias, para su tratamiento se recomienda un blanqueamiento a largo plazo, si
las pigmentaciones no desaparecen por completo y el paciente aun esta a
disgusto, lo Unico que se puede hacer es la colocacion de protesis estéticas.

6.3.2.2 Tinciones por minociclina

La minociclina es un derivado semisintetico de tetraciclinas de segunda
generacion. Es antibidtico de amplio espectro lipofilico, que necesita altas
concentraciones en el plasma. Es bacteriostatico y desarrolla una actividad
antibacteriana mayor que sus analogos. Se ocupa para el tratamiento del acné, su
naturaleza lipofilica facilita la penetracion a los liquidos corporales y después de
su administracion, la concentracion que alcanza en la saliva es de un 30 a 60% de
la concentracion.



Este medicamento se absorbe en el tracto gastrointestinal, los pacientes
que lo toman tienen el riesgo de presentar pigmentaciones en mucosa, piel,
huesos y dientes. La pigmentacion dentaria se produce por la quelacion con el
hierro, formando complejos insolubles. Las tinciones por minociclina se forman por
depositos de la misma en dentina secundaria a través de la red vascular dentaria y
asimismo por penetracion externa desde la saliva.

Se debe advertir de las consecuencias de la ingesta de minociclina y
debemos saber que sus efectos pueden ser minimizados mediante la ingestiéon
simultanea de antioxidantes como la vitamina C a altas dosis.?

6.3.2.3 Tinciones por fluor

Las tinciones por fluorosis se producen por un excesivo aporte de fllor superior a
3 ppm que altera el mecanismo enzimatico de los ameloblastos en los ultimos
estadios de formacion del esmalte, produciendo la hipomineralizacion del mismo
por aumento de la porosidad, pueden ir desde unas manchas blanquecinas como
nubes, que son practicamente imperceptibles, hasta manchas cafés con
alteraciones de la estructura del esmalte.

Presenta una relacion dosis—respuesta, existiendo tres grados de fluorosis
que son los siguientes.?’ (Fig. 24)

e Fluorosis dental leve: se representa con estrias o lineas a través de la
superficie del diente.

e Fluorosis dental moderada: se representa cuando los dientes son
altamente resistentes a la caries dental pero con la presencia de
manchas blancas opacas.

e Fluorosis dental severa: en este caso el esmalte se encuentra
quebradizo y presenta manchas marrones.




Fig. 24 Manchas por fluorosis en los dientes anteriores %6

6.3.2.4 Tinciones Intrinsecas pos eruptivas:

Las tinciones intrinsecas son producidas en dientes adultos ya erupcionados por
varios factores como son por traumatismos, caries primaria y secundaria, material
restaurativos, envejecimiento, tabaquismo, minociclina, agentes quimicos, o
algunos alimentos que su ingesta prolongada provocan tinciones intrinsecas mas
profundas.?’

Otras causas de tinciones intrinsecas pos eruptivas son:

Sangrado interdental de origen trauméatico como golpes, necrosis pulpar, y
efectos derivados de materiales de uso endoddntico como la presencia del
cemento de root o la gutapercha, alteraciones dentales como hipoplasia,
amelogénesis, caries, como por ejemplo en el sindrome del biberén, herencia, o
productos de una Eritroblastosis fetal.?’

6.3.2.5 Tinciones por la edad

Estas tinciones se van a presentar por varios factores como envejecimiento dental,
ya que a mayor edad los dientes han sufrido mayor exposicién a agentes dafiinos
como alimentos, masticacion y habitos nocivos como fumar con una tendencia a
conservar un color mucho mas amarillo.?’

El tipo y el grado de este cambio dependera de una mezcla genética, uso y
abuso de hébitos nocivos, el principal causante del cambio de color es la pérdida
del grosor del esmalte, el aumento del espesor de la dentina y la retraccion de la
pulpa, debido a la deposicion de dentina terciaria; y a mayor grosor de dentina
mayor color.?’

6.4 Estructura del peréxido de hidrégeno y su accion

El per6xido de hidrogeno es un compuesto quimico con caracteristicas de un
liquido polar, con enlaces fuertes entre el Oxigeno y el Hidrégeno similar al agua,
pero con una viscosidad mayor (Fig.25), presentando un eje de simetria C,, (eje
rotado a 180°); es un agente oxidativo que tiene la cualidad de liberar radicales
libres, siendo un compuesto éacido, cuando pierde su radical queda solo el
peridroxil, dejando actuar al oxigeno sobre el diente; el nivel optimo de pH para
que el blanqueamiento ocurra es entre 9.5 y 10.8.%° (Fig. 26)
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Fig. 25 (Imagen del Autor)
Estructura del peroxido de hidrégeno

Fig. 26 La imagen nos muestra como el H,O, al entrar en contacto con el medio oral
empiezan una serie de reaccione liberando oxigeno e hidrogeno que ayudan a la

eliminacién de las manchas.

Cuando se aplica el peréxido de hidrégeno, como primer paso se tiene la
liberacion de los radicales libres del oxigeno; en segunda instancia la union del
oxigeno con los pigmentos que se encuentran en el diente, los que tienen una
estructura de anillo unidos unos con otros, el oxigeno corta las cadenas de los
pigmentos hasta convertirlos en compuestos inestables; este procedimiento ocurre
varias veces hasta que termina hidrolizando los pigmentos formando di6xido de
carbono y agua (Fig.27).%°
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Fig. 27 (Imagen del Autor)
El blanqueamiento se va dando en etapas con la aplicacién del peréxido de hidrégeno al pigmento
y su intercalacion hasta la formacion de diéxido de carbén y agua.

6.5 Peroxido de carbamida composicion

El peréxido de carbamida (CHgN2O3) al 10 % en una solucién acuosa se utiliza en
la mayoria de los kits de blanqueamiento domiciliario. Su composicion es por la
unién de peréxido de hidrogeno (H,0,) al 3,35% y de urea (CH4N,O) al 6,65%. El
perdxido de carbamida liquido se encuentra en presentaciones del 15-20% para el
blanqueamiento domiciliario supervisado por el odont6logo. Una solucién al 15%
emite perdxido de hidrégeno al 5.4% y la solucion al 20% emite una concentracién
de peréxido de hidrégeno al 7%(Fig. 28).%’
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Fig. 28 Composicion del peréxido de carbamida.



6.6 Efectos histolégicos del blanqueamiento dental

El peroxido de hidroégeno y el calor se ocupan en el tratamiento de blanqueamiento
dental, teniendo efectos potencialmente nocivos para la pulpa y el ligamento
periodontal.?®

Desde 1951 se viene demostrando que estos agentes pueden pasar del
esmalte a la dentina y llegar hasta la pulpa. Con otros estudios se demostré que el
peroxido de hidrogeno en contacto con la encia tiene un efecto de toxicidad muy
alto provocando que las células se mueran. Cohen, demostré en un estudio
realizado en 45 premolares extraidos donde aplico una solucion isotonica con éter,
peréxido de hidrogeno y acido clorhidrico aplicandose por 2.5 minutos, después de
realizar el estudio histolégico se demostré6 que la pulpa empezaba a mostrar
cambios significativos con la presencia de células inflamatorias.°

En otros estudios se demostr6 que al momento de realizar el
blanqueamiento dental y transcurriendo una hora, se extrajo el diente donde se
aprecio dentro de la dentina una zona donde los nucleos de los odontoblastos
fueron aspirados al interior de la dentina por la accién del agente blanqueador.?®
(Fig. 29)

Fig.29 Estudio histolégico que muestra la presencia de los odontoblastos que estan siendo
aspirados al interior de la dentina 28



7. Apoptosis

La apoptosis es la funcién que controla la muerte de una unidad biologica de
forma programada; esta muerte celular programada, es parte integral del
desarrollo de los tejidos tanto de plantas, animales pluricelulares y metazoo. La
existencia de la apoptosis en seres unicelulares es discutida debido al escaso
sentido biolégico que tendria, ya que no provoca una respuesta inflamatoria
caracteristica de la necrosis. En otras palabras, la apoptosis no se parece al tipo
de reaccioén resultante del dafio a los tejidos, debido a infecciones patogénicas o
accidentes, por que no se hincha y no se revienta por lo tanto no derrama su
contenido al espacio intercelular que puede ser dafino. Las células en proceso de
apoptosis presentan las siguientes caracteristicas: los nucleos se encogen y con
frecuencia se fragmentan, la pared celular tiene cambios morfologicos,
vacuolizacion severa de las mitocondrias, crecimiento de los lisosomas, entrada
de calcio y activacion de las proteasas y fosfatasas y por ultimo la creacion de los
cuerpos apoptoticos. De esta manera, puede ser eficazmente englobada y
fagocitada, seguidamente los componentes son reutilizados por macréfagos o por
células del tejido adyacente.®

Todo organismo esta preparado para luchar por la vida; la supervivencia es
la funcion que desarrolla una unidad bioldégica homeostéatica, dentro de sus
relaciones con otras entidades afines y locales, siendo sus procesos metabdlicos
dependientes de las sefiales recibidas de otras unidades biol6gicas, para la
permanencia en el medio, dentro de los limites sostenibles marcados por la
termodinamica.>

7.1 Creaci6n de Radicales Libres

Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno o mas electrones no
pareados. En las células aerObicas existen diversas vias que conducen a la
produccion de radicales libres derivados del oxigeno. Las fuentes principales son
las enzimas asociadas al metabolismo del acido araquidénico, como la
cicloxigenasa, lipoxigenasa y citocromo P-450.%

La presencia y ubicuidad de enzimas (superoxido dismutasa, catalasa y
peroxidasas) que eliminan productos secundarios de la via univalente en las
células aerdbicas, sugieren que los aniones superoxidos y el peréxido de
hidrégeno son productos secundarios importantes del metabolismo oxidativo. Las
especies de oxigeno reactivo pueden lesionar macromoléculas como el ADN, los
hidratos de carbono y las proteinas. Estas especies de oxigeno citotoxico pueden
clasificarse en 2 tipos: a) Los radicales libres, como el radical superéxido (0O?) y el
radical hidroxilo (OH) y b) las especies de oxigeno no radicales, como el peroxido
de hidrégeno (H“0?), el oxigeno simple (O, que resulta una especie muy téxica,
el peroxinitrito (ONOO) y el &cido hipocloroso (HOCL).*?
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Los radicales inestables atacan componentes celulares causando dafio
sobre los lipidos, proteinas y ADN, los cuales pueden iniciar una cadena de
eventos que dan como resultado lesion celular. Estos procesos reductivos son
acelerados por la presencia de metales de transicion como el Fe, Cu y enzimas
especificas como: monoxigenasas y ciertas oxidasas.>?

Los radicales libres se producen continuamente en el organismo por medio
de reacciones bioquimicas de oxido reduccion (REDOX), que tienen lugar en el
metabolismo normal de las células, en los fagocitos se tiene en una reaccién
inflamatoria controlada, como respuesta a la exposicion de radiaciones ionizantes
como son: rayos ultravioletas, contaminacion ambiental, humo de cigarrillos,
hiperoxia, exceso de ejercicio e isquemia.

La célula depende de la mitocondria para su metabolismo, en ese proceso,
se producen los denominados radicales libres, o elementos moleculares altamente
reactivos. En otras palabras, son moléculas que reaccionan con facilidad
tendiendo a mezclarse de forma inapropiada con otros elementos necesarios para
la produccién de energia de la célula, contaminando los procesos metabdlicos,
dafiando capas proteicas y obligando a la mitocondria a un aumento de trabajo
para la obtencién del aporte energético, calculado para la mitad del trabajo
realizado.®

Una mitocondria dafiada retrasa los ciclos metabdlicos, desacelera el
proceso energético y consume mas energia. El exceso de energia consumida para
el mismo rendimiento inhibe la capacidad de comunicacion con las células
vecinas.*

Todo esto tiene margenes de tolerancia y cuando la célula no consigue el
ATP suficiente para su funcionamiento, el citoplasma y la membrana cambian su
configuracion, entrando en lo que se denomina senescencia. Las células T
detectan las células senescentes y les insertan la informacion necesaria para que
inicien su programa de autodestruccién o apoptosis.*

7.2 Mecanismos apoptoticos

Dado que la apoptosis actla como oponente a la mitosis, es muy importante su
relacion con el ciclo celular. En el ciclo celular hay cuatro fases: fase de control
celular (G1), sintesis de ADN (S) fase de control (G2) y la fase (M) que conforma
la mitosis y la citocinesis. La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G1 para
impedir que una célula dafiada ingrese a la fase de sintesis de manera que las
mutaciones no se reproduzcan durante la replicacion del ADN y en la fase G2 para
impedir que las células que no hayan llegado a la madurez entren en mitosis.>*

Los motores del ciclo celular son complejos proteicos formados por
subunidades llamadas ciclinas y kinasas dependientes de ciclinas sintetizadas por
genes especificos. La sintesis de estos complejos es constante porque son
altamente inestables, de ahi que el nivel de ellos varie de acuerdo al momento
evolutivo de la fase a que estan asignados. Asi en el avance de la fase Gl ala S
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actla la ciclinas D asociada a las cinasas ciclinodependientes 2, 4 y 6. En la
segunda mitad del G1 aumenta la presencia de ciclinas E con la cinasa ciclino
dependiente 2. En la fase de sintesis actla la ciclinas A con cdk 2 y en la fase G2,
la ciclinas B con cdk 2. En la fase G1 se han podido determinar dos puntos
importantes: GO en la mitad de la fase donde el ciclo puede detenerse y la célula
bloquea su crecimiento, pero se mantiene metabdlicamente activa y un punto de
restriccién en union de los 2/3 con 1/3 final de esta fase en que se puede detener
el ciclo para corregir defectos celulares en especial el ADN, lo que no se consigue
inducir es al mecanismo de muerte celular.®* En la fase G2 también existen
elementos de deteccion de inmadurez celular que inducen a la apoptosis cuando
la célula no estd capacitada para entrar en mitosis. De esta manera, durante el
ciclo celular se determina si la célula debe entrar en el proceso de autodestruccion
o continuar el ciclo y dividirse. Se ejerce asi un balance entre mitosis y apoptosis,
regulando la poblacién celular de cada tejido.®*

El mecanismo molecular que controla la apoptosis esta mediada por
diversos agentes, como el complejo de Cisteinil aspartato proteasas (caspasas),
siendo uno de los mas importantes y mejor estudiado. Se han descrito 11
caspasas en células humanas que provocan una degradacion proteica bien
definida hasta llegar a la formacién de cuerpos apoptéticos. Algunas caspasas son
“iniciadoras" y otras "efectoras" del proceso catalitico, actuando sobre
endonucleasas que son las responsables directas de la fragmentaciéon del ADN.
La cadena de degradacion proteica tiene sucesivos clivajes dependientes de la
ubicacion del acido aspartico que se repite en la estructura de la enzima. La
activacion de las caspasas, que existen en calidad de pro-caspasas inactivas, se
produce por diversas vias en las que participan varios complejos moleculares.®*

Ejecucion del programa genético

Se caracteriza por hipereosinofilia y retraccion citoplasmatica con
fragmentacién nuclear. La ejecucion en si depende de factores externos a la célula
generalmente por variaciones en la concentracion de factores de crecimiento,
estimulos para la permanencia en el tejido o bien estimulos apoptéticos directos
desde linfocitos que activan al ligando FAS (factor asociado a dominio de muerte)
localizado en la membrana celular, o bien por factores internos que la célula
expresa metabdlicamente generando su programa de muerte, como consecuencia
de un dafio celular. Se debe matizar "dafo”, puesto que en este contexto, dafio
implica desde oxidacion por radicales libres que la célula evalia como irreparable,
hasta el acortamiento de teldmeros debido a sucesivos ciclos de division celular, lo
cual, en ultima instancia, produciria dafio genético por pérdida de informacion en
caso de nuevas divisiones celulares, pasando esta definicion de "dafio" por todos
los que generan apoptosis, ninguno de los cuales seria suficiente para suspender
el programa en su caso hablariamos de célula tumoral, es decir, aquella que
debiendo ejecutar su programa de apoptosis no lo hace y continta dividiéndose.3*

Existen mecanismos pro y anti apoptéticos regulados genéticamente, que
actuan de forma activa y equilibrada. Como funcion necesaria para evitar la sobre
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produccion celular, siendo un proceso ordenado y "silencioso" que no produce
reaccion tisular y por ello dificil de captar. En 1972, Kerr y col., estudiando
organelos en células neoplasicas, detectaron que muchas células desaparecian
en los cultivos. Esto llevo al estudio de imagenes cinematicas que mostraron
mediante microscopia electronica las alteraciones que sufre la célula en un
periodo aproximado de una hora.®*

La apoptosis puede estar frenada, en equilibrio o estimulada; por ejemplo,
estd frenada durante el desarrollo de espermatogonias, en las criptas de las
glandulas intestinales y durante la lactancia en su periodo preparatorio, en que el
tejido mamario aumenta su masa celular. Esta en equilibrio respecto de la mitosis
en los tejidos adultos sanos. Es muy significativo su rol homeostatico en la médula
6sea, donde debe destruir de manera constante la mitad de una inmensa
cantidad de células que s6lo en leucocitos significa 5 x 10 cada veinticuatro horas.
Esta estimulada cuando existen células envejecidas, mutadas, neoplasicas o no
neoplasicas, alteradas por toxicos y las que estan en proceso de metamorfosis o
atresia. Se ha estudiado esta condicibn en neutréfilos envejecidos, en
megacariocitos con citoplasma agotado por produccion excesiva de plaquetas, en
la atresia folicular del ovario, en foliculos pilosos en evolucion y en la mama
durante la involucién post-lactancia.®*

Apoptosis y necrosis

Las dos formas de muerte celular son habituales en el organismo: necrosis y
apoptosis. Las caracteristicas morfolégicas de ambas permiten, en la mayoria de
los tejidos, establecer claras diferencias.®*

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es una forma de muerte celular que
resulta de un proceso pasivo, accidental y que es consecuencia de la destruccién
progresiva de la estructura con alteracion definitiva de la funcién normal en un
dafio irreversible. Este dafio estd desencadenado por cambios ambientales como
la isquemia, temperaturas extremas y traumatismos mecanicos.** En la apoptosis
el proceso afecta a determinadas células, no necesariamente contiguas, y no a
todas en un area tisular. La membrana celular no se destruye, lo que impide el
escape al espacio extracelular de su contenido resultando un proceso "silencioso”
sin inflamacién. En el citoplasma se produce una granulacion fina, conservando
algunos organelos, en especial las mitocondrias que tienen un rol interactivo
importante. A nivel nuclear la cromatina se condensa agrupada en varios sectores
formando cuerpos apoptéticos. La membrana celular se recoge sobre las
eminencias globuliformes que forman los elementos deteriorados del citoplasma y
nacleo. Finalmente, fagocitos captan la célula en su totalidad impidiendo que se
produzca alarma en el resto del tejido. Se ha demostrado, al menos en tejidos
epiteliales, que si algo de material apoptotico escapa a la accion de los fagocitos
es captado por células vecinas. La participacibn de células vecinas en este
proceso se manifiesta ademas por la capacidad de éstas de enviar sefiales
moleculares a la célula que debe morir como mecanismo complementario al que
desarrolla la célula misma, cuando se determina molecularmente su
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autodestruccion. El proceso de apoptosis dura entre 30 y 60 minutos en células en
cultivo. Uno de los mas lentos se produce en células hepaticas empleando como
promedio 3 horas. El estudio e identificacién especifico de cuerpos apoptoticos se
ha logrado con tinciones derivadas de la uridina. Sin embargo, en algunas células
como las neuronas, la uridina tifle también tejidos necroticos perdiendo la
especificidad. En tales casos se recurre a anticuerpos monoclonales capaces de
reconocer fragmentos de ADN integrados en los cuerpos apoptéticos. La imagen
qgue da la apoptosis al microscopio electronico se caracteriza por la presencia de
fragmentos de cromatina agrupados en conglomerados globuliformes, la
granulacion fina del contenido citoplasmatico, la persistencia de algunos organulos
hasta e3|4fina| del proceso, como las mitocondrias, y la integridad de la membrana
celular.

Mitosis y Apoptosis

Los genes que desencadenan la reproduccion también entran en juego en el final
de la misma. Es una cuestibn de combinaciones de familias de genes. Unas
cancelan a las otras, y cuando no son cancelables, entonces buscan la
compensacion de la carga en otro tipo de familia de genes, teniendo en
consecuencia la ejecucion del programa de apoptosis.3*

En los ciclos metabdlicos, las células reciben y emiten moléculas. A estos
procesos, se les denomina sefiales de supervivencia, siendo las responsables de
mantener a la unidad biolégica en un estado 6ptimo. En las comunicaciones
celulares, estas sefiales estan encaminadas a informar a la poblacion celular
cuando el medio es propicio y cuando no lo es.®

Para que se lleve acabo la apoptosis en la célula se puede presentar 2 vias
por la que la célula llega a la muerte, una mediada por factores internos (via
intrinseca) y otra por factores externos (via extrinseca). Aunque estas 2 vias son
independientes, se encuentran en un punto intermediario donde las 2 vias se unen
para llegar a la apoptosis.>*

7.2.1 Via extrinseca

La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones con el
espacio extracelular, recibiendo sefiales proapoptéticas desde el exterior y de las
células vecinas. Dos familias de receptores se han identificado con estas
caracteristicas: la proteina Fas y el factor de necrosis tumoral TNF.**

La proteina transmembrana Fas en su porcion intracelular enlaza con un
factor intermedio denominado FADD (factor asociado a dominio de muerte),
nombre que soélo sefiala que estd comprometido con la zona de la molécula Fas
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gue participa en la muerte celular, activando las Caspasa 8 y 10. En cambio, si la
parte interna de la molécula se asocia a otro factor llamado DaXX, se activan
proteina-kinasas que conducen al efecto contrario, es decir, estimulan el ciclo
celular y la mitosis. Esta via Fas permanece inactiva hasta que se produce en su
parte externa el enlace con un cofactor llamado ligando Fas, proteina que actla
como detonador, que enciende una via en que solo las caspasas estan inactivas y
el resto de la cadena esta preparada para recibir el enlace exterior. Esta
caracteristica permite actuar con gran rapidez sin necesidad de sintetizar otros
factores.®

Algo similar sucede con el otro receptor de membrana TNF. Su porcién
intracelular conecta con complejos intermedios como el Tradd y Raidd que activan
caspasas "iniciadoras" de la apoptosis. Pero si se asocian a otro complejo llamado
Traf activan proteina-kinasas y estimulan la proliferacion celular, es decir, el efecto
contrario.*

Las alternativas de una misma via de actuar en pro o en contra de la
apoptosis se repiten en otros mecanismos.>®

7.2.2 Viaintrinseca o mitocondrial

Otra via de induccién de apoptosis es la via llamada mitocondrial. Las
proteinas de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su accién sobre la
mitocondria. La activacion de proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2
produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la
liberacibn de numerosas proteinas del espacio intermembranal; entre ellas, el
citocromo ¢* (Fig. 30).

El citocromo ¢, una vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado
"apoptosoma”, que activa directamente a la caspasa-9.%’ Una vez que la caspasa-
9 esta activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la caspasa-3, lo que
desencadena las Gltimas fases de la apoptosis.®
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Fig. 30 Via intrinseca de la apoptosis se da con el intermediario de la mitocondria y tiene accion al
momento que el citocromo C se libera.>

Las proteinas de la familia de Bcl-2 se agrupan a la vez en tres familias: la
familia de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1, la familia de proteinas
proapoptoticas de tipo "multidominio" Bax, y las proteinas proapoptéticas de tipo
"BH3-only" Bid, Bim, Bad.*® Las proteinas tipo multidominio pueden producir poros
por si solas en liposomas, lo que indica que probablemente son suficientes para
formar el poro mitocondrial que permite la liberacién del citocromo c. Las proteinas
tipo BH3-only activan a estas proteinas, y las antiapoptoticas inhiben la formacion
del poro. Estas proteinas son los reguladores mas importantes del proceso de
apoptosis. Una vez activado el apoptosoma, ocurre este cliva a la procaspasa 3,
activandola a Caspasa 3 la que es realmente la Caspasa efectora. Por otro lado, a
la salida de citocromo c¢ desde la mitocondria, otra proteina llamada
SMAC/DIABLO la cual es inhibidor de los inhibidores de caspasas sale de la
misma. Asi se tiene una via en la que la Caspasa efectora esta libre de actuar
dado que sus inhibidores fueron evitados por SMAC/DIABLO y la apoptosis
continua de forma natural.*® (Fig. 31)

La via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de
muerte, ya que una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta
Caspasa activa a la proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial
y la activacion de la caspasa-9.*



death receptor

cell stress pathway
pathway Fas ligand
. —

{.Im'.l'ﬂg{' FﬂirJAPDJ ':JIIF ¢

. ~ HFﬁDD '
Bax Caspase-8 /
= “Caspase-8
\’Eﬂk (fi‘i'}--" pro-form

e death-inducing
signal complex

Smac/Diable

Mel-1
l substrate cleavage
i and apoptosis

f_ﬁ. active Cﬂspme-E?.A cleaved Caspase-3

\\’—Fm-cus,mse-j-)

Fig. 31 Via intrinseca de la apoptosis nos muestra como también puede existir una via alterna que
. 42
nos puede mandar a la célula a muerte.

7.3 Funciones de la apoptosis

Una de las principales funciones de la apoptosis es la eliminacién de tejidos
dafiados o infectados.

La apoptosis puede ocurrir, por ejemplo, cuando una célula se encuentra
dafiada y no tiene posibilidades de ser reparada, o cuando ha sido infectada por
un virus. La "decisién" de iniciar la apoptosis puede provenir de la célula misma,
del tejido circundante o de una reaccion proveniente del sistema inmune. Cuando
la capacidad de una célula para realizar la apoptosis se encuentra dafiada como
se da en la mutacion, o si el inicio de la apoptosis ha sido bloqueado por un virus,
la célula dafada puede continuar dividiendose sin mayor restriccion, resultando en
un tumor que puede ser de caracter canceroso. Por ejemplo, como parte del
"secuestro” del sistema genético de la célula llevado a cabo por los virus del
papiloma humano , un gen denominado E6 se expresa originando un producto que
degrada la proteina p53, vital para la ruta apoptética.®

También producen condiciones de stress como la falta de alimentos, asi
como el dafio del ADN provocado por toxicos o radiacién, pueden inducir a la
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célula a comenzar un proceso apoptético. Un ejemplo seria la apoptosis mediada
por la enzima nuclear, poli-ADP-ribosa polimerasa-1 crucial en el mantenimiento
de la integridad gendmica. Una activacion masiva de dicha enzima puede depletar
la célula de nucledtidos ricos en energia, provocando una cadena de transduccion
de sefiales del nucleo a la mitocondria que iniciaria la apoptosis.*®

7.3.1 Procesos apoptoticos en el desarrollo

Durante el desarrollo embrionario la apoptosis regula el crecimiento celular y
tisular, desde la desaparicion de las membranas interdigitales para el desarrollo
normal de los dedos hasta la apoptosis en el ojo para la correcta formacién del
cristalino y los parpados pasando por multitud de procesos en estudio.*®

En los animales que pasan por distintos estadios la apoptosis regula el
desarrollo controlado ademas el paso de un estadio de crecimiento al siguiente
(larva, ninfa, juvenil, adulto, etc.). En el caso de las ranas la apoptosis controla,
durante la metamorfosis, la desaparicion de la aleta caudal de los renacuajos.>®

7.3.2 Homeostasis

En un organismo adulto, la cantidad de células que componen un 6rgano o tejido
debe permanecer constante, dentro de ciertos limites. Las células de la sangre y
de piel, por ejemplo, son constantemente renovadas por sus respectivas células
progenitoras. Por lo tanto, esta proliferacibn de nuevas células tiene que ser
compensada por la muerte de otras células. A este proceso se le conoce como
homeostasis, aunque algunos autores e inveztigadores han sugerido
homeocinesis como un término mas preciso y elocuente.*®

La homeostasis se logra cuando la relacion entre la mitosis y la muerte
celular se encuentra en equilibrio. Si este equilibrio se rompe, pueden ocurrir dos
cosas:

1. Las células se dividen méas rapido de lo que mueren, y desarrollan un
tumor.

2. Las células se dividen mas lentamente de lo que mueren, produciéndose un
grave trastorno de pérdida celular.

Ambos estados pueden ser fatales o potencialmente dafinos.*?

7.3.3 Regulacion del sistema inmunitario
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Ciertas células del sistema inmunitario como: los linfocitos B y linfocitos T,
son sofisticados agentes de la respuesta defensiva del organismo frente a
infecciones, asi como células propias que hayan adquirido o desarrollado algun
tipo de malignidad. Para llevar a cabo su trabajo, las células B y T deben tener la
habilidad de diferenciar entre lo propio de lo extrafio y lo sano de lo enfermo,
gracias a la especialidad de sus receptores. De hecho, los linfocitos T citotdxico
pueden ser activados por fragmentos de proteinas expresadas inapropiadamente
0 por antigenos extrafios producidos como consecuencia de una infeccion
intracelular. Después de activarse tienen la capacidad de migrar, proliferar y
reconocer las células afectadas, induciendo una respuesta de muerte celular
programada.**

Los receptores de las células B y T inmaduras no se generan por procesos
de una elevada precision, sino por procesos aleatorios de elevada capacidad para
generar variabilidad. Esto significa que muchas de estas células inmaduras
pueden no ser efectivas o ser peligrosas para el propio organismo porque Sus
receptores son capaces de reconocer con elevada afinidad antigenos propios. Si
estas células fuesen liberadas sin otros procesamientos, muchas podrian volverse
autor reactivas y atacar células sanas. EI mecanismo por el que el sistema inmune
regula este proceso es la eliminacion tanto de los no efectivos como los
potencialmente auto reactivos mediante apoptosis.**

Como se ha descrito en los anteriores apartados, todos los tejidos
dependen de una continua recepcion de sefales de supervivencia. En el caso de
las células T, mientras se desarrollan y maduran en el timo, las sefiales de
supervivencia dependen de su capacidad para reconocer antigenos extrafios.
Aquellas que no superan esta prueba, alrededor de un 97 % de las células T
producidas, son eliminadas por apoptosis. Las supervivientes son testadas a su
vez frente a antigenos propios, y aquellas que reconocen estos antigenos con
elevada afinidad son eliminadas de la misma manera.**

Por lo tanto, el desarrollo de un sistema inmune maduro y efectivo depende
de una serie de reguladores positivos y negativos de las vias de apoptosis.*

7.4 Patologias vinculadas con la apoptosis

La apoptosis es una funcién biolégica de gran relevancia en la patogenia de varias
enfermedades estudiadas hasta el momento, entre los que se destaca el cancer,
malformaciones, trastornos metabdlicos, neuropatias, lesiones miocardicas y
trastornos del sistema inmunitario.*®

7.4.1 Patologias asociadas ainhibicion de apoptosis

Entre las enfermedades que se asocian a la inhibicion de la apoptosis se
encuentran:

Cancer: linfoma no Hodgkin folicular con un aumento en Bcl-2, carcinoma con un
aumento de p53, tumores hormono-dependientes.
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Enfermedades auto inmunitario: lupus eritematoso sistémico, glomerulonefritis.

Infecciones virales: Herpes virus, Poxvirus, Adenovirus.*®

7.4.2 Patologias asociadas a aumento de apoptosis

Entre las enfermedades que se asocian al aumento de la apoptosis se encuentran:
Sida

Enfermedades neurodegenerativas: enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, retinitis pigmentosa, degeneracion
cerebelosa.

Sindromes mielodisplasicos (MDS): anemia aplastica.

Dafio isquémico: infarto de miocardio, apoplejia, dafio por repercusion, dafio
hepatico por alcoholismo.*®
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8. Objetivo General

Caracterizar el efecto de peréxido de hidrogeno sobre la activacion de la apoptosis
dependiente de la mitocondria en fibroblastos gingivales humanos.



9. Objetivo Especifico

Estudiar el efecto del peroxido de hidrogeno sobre la activacion de la via intrinseca
de la apoptosis.
1. Se caracterizara el efecto del peroxido de hidrégeno sobre la expresion de
Bcl-2, Bax, Bid, Caspasa 8y 9.
2. Se estudiara el efecto del perdxido hidrégeno sobre la viabilidad celular.



10. Hipotesis verdadera

Si el perdoxido de hidrogeno produce estrés oxidativo en los fibroblastos
gingivales, entonces, cuando el peréxido de hidrogeno cambia el medio de las
células se ocasionaria la muerte de ellas.

11. Hipotesis falsa
Si el peroxido de hidrégeno no produce estrés oxidativo en los fibroblastos

gingivales entonces, cuando el peroxido de hidrogeno se coloque con la célula
esta no tendra la muerte.



12. Tipo de Estudio
El estudio va a ser experimental, comparativo y prospectivo.

13. Material y Métodos

13.1. Métodos

Dentro de los métodos utilizados para el andlisis de los experimentos se
encuentran el ensayo de western Blot y el ensayo de viabilidad celular, que se
explicaran a continuacion.

13.1.1 Ensayo de Western-Blot

Los fibroblastos gingivales humanos (1x10° células/pozo) se crecieron en cajas de
6 pozos. Una vez que se tiene una confluencia de 80% se inicié el ayuno de las
células para después aplicar el tratamiento de peroxido de hidrégeno a diferentes
concentraciones y tiempos, después del estimulo el medio se aspird y las células
se desprendieron ayudados de un gendarme en buffer de fosfatos salino (PBS) +
1 mM ortovanadato de sodio, la muestra se centrifugd a 5,000 rom durante 10" y
la pastilla se colocé con 50 pl de buffer de lisis (0.05 M Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M
NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5 M PMSF, 10 pg/ml leupeptina, 0.4 mM ortovanadato
de sodio, 10 mM de fluoruro de sodio y 10 mM de pirofosfato de sodio), todos
estos reactivos se obtienen de Sigma Chemical Co. La muestra se sonicd por
treinta segundos en un bafio con hielo. Para el ensayo de Western se utilizaron
150 pg de proteina que se mezcla 1:1 con buffer de muestra 2x (20% glicerol, 4%
SDS, 10% 2-mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol y 1.25 M Tris-HCI pH
6.8; todos los reactivos se obtienen de Sigma Chemical Co. la muestra se cargé
en un gel al 10% SDS-PAGE y se corridé a 40V por 2 hrs. Las proteinas celulares
se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham) una hora a 0.3 amperes y
5 volts. Para verificar que se colocé igual concentracion de proteina, las
membranas se tifien con rojo de Ponceau (Sigma Chemicals Co.). Posteriormente
la membrana se bloque6é con 150 mM NacCl, 100mM Tris- HCI pH 7.8 (TBST) vy
5% de suero albumina de bovino por una hora, se lavé y se incub6 con el
anticuerpo primario se utilizando los siguientes anticuerpos: Bcl2, Bax, Bid,
Caspasa 8 y 9 anti-conejo policlonal (1:1000) de (Santa Cruz Biotechnology). Las
membranas se incuban durante toda la noche a 4°C y posteriormente se lavaran
durante 3 ocasiones con TBST y se incubaron durante 2 hrs con el anticuerpo
secundario, HPR-conjugado anti-raton 1gG (1:1000) 6 anti- conejo IgG (1:1000) 6
anti-cabra IgG (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas inmunoreactivas
se revelaron utilizando el sustrato de quimio-luminiscencia (Santa Cruz
Biotechnology) y la autoradiografia se obtiene después de exponer la pelicula
durante 7 min. Los experimentos se realizaron en 3 ocasiones por separado. Las
muestras se analizaron con el sistema digital Lab-Works

13.1.2 Ensayo de Viabilidad Celular



La viabilidad celular se determind usando el ensayo de MTT. Las sales de
tetrazolium como el MTT son metabolizadas por las deshidrogenadas
mitocondriales para formar el colorante azul de formazan. HGF (20,000 células) se
sembraron toda la noche en DMEM + 10% SBF al siguiente dia se trataran con
peréxido de hidrogeno a las dosis y tiempos indicados segun el protocolo.
Posteriormente las células se incubaron por dos horas a 37°C con medio de
cultivo que contenia 0.5 mg/ml de MTT. Al término se removio el sobrenadante y
los cristales de formazan formados se solubilizaron con 100 pul de dimetil sulféxido.
Una alicuota de 100 ul se transfiri6 a cajas de 96 pozos y se leyeron la
absorbencia a 550 mM en el lector de placas de ELISA (BioTek EL 808). Los
experimentos se realizaron en tres diferentes ocasiones por triplicado.

13.2 Materiales

EQUIPO Y MARCA

Agitador magnético. (Nuova)

Balanza GA200. (Ohaus)

Bafio de agitacion. (Precision Scientific)
Cajas de cultivo celular de 6 pozos. (Costar)
Camara de electroforesis vertical. (Hoeffer)
Camara de transferencia. (Hoeffer)
Campana de flujo laminar (Nuaire)
Centrifuga (Sorvall)

Espectrofotdmetro (Perkin Elmer)
Gendarme (Costar)

Gradillas (Nalgene)

Incubadora (Nuaire)

Megatoscopio

Microscopio de objetos invertidos C22 (Olympus)
Orbit Shaker (Labline)

Pipetas de 10ml y 5 ml (Finnipipette)
Potenciémetro (Equipar)

Probetas graduadas

Propipeta (Pepet-aid)

Sonicador (Lab-Line instruments)

Timer

Tubos clinicos

Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf

Vasos de precipitado

Vortex (Scientific industries)

13.2.1 Seleccidon y Tamafo de la Muestra



Se obtuvo una muestra de encia de un paciente femenino de 18 afios sano,
después de realizar la extraccion del tercer molar superior que se realizé en la
clinica de cirugia de la facultad de odontologia. La encia se localizaba unida a la
pared distal del tercer molar, dicha encia se separo del diente y se fracciond en
segmentos de 2 mm.

Dentro de los criterios de inclusion, exclusion y eliminacién. La encia donadora
obtenida estaba libre de inflamacion, sangrado y cualquier otra patologia
identificable.

13.2.2 Cultivo de Células de la Encia Dental de Humanos.

Se obtuvo la muestra de encia del paciente que acudio a la clinica de cirugia, se
seccionaron en fragmentos de 2 mm y se lavaron en solucion de Hanks
suplementada con 1% penicilina, estreptomicina y fungizona. Los cultivos se
mantuvieron en un medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco a 37°C en una
atmésfera hiumeda con 5% de diéxido de carbono, 95% aire. EI medio de cultivo
se cambié cada 2 dias. Una vez que los cultivos se encontraban confluentes
fueron recuperados por tripsinizacion (0.2% Tripsina y 0.02% EDTA) para su
resiembra hasta el pase 9.



14. Reactivos:

Acrilamida (Sigma)

Antibi6tico-Antimicotico 1% penicilina G sodica, estreptomicina, anfotericina B
(GIBCO BRL).

Anticuerpos mouse monoclonal, Caspasa 8, rabbit polyclonal Caspasa 9, bcl-2,
Bax (Santa Cruz Biotechnology)

Glicina (Baker)

Kit de quimioluminicencia (Santa cruz Biotechnology)

Marcador de peso molecular (Bio-rad)

Medio de cultivo Eaggle modificado por Dulbecco (GIBCO BRL)

Medio de cultivo de Hanks (GIBCO BRL)

Membrana de nitrocelulosa (Bio-rad)

NaCl (Baker)

PBS (SIGMA)

Persulfato de amonio

Suero bovino fetal (GIBCO BRL)

Trisma (Sigma)

Tripsina

Tween (Sigma)

Vanadato de sodio



15. Andlisis de Datos

Los resultados se realizaron por 3 ocasiones por separado. Se analizaron con el
software Labworks el cual obtiene la densidad éptica. Obtenido el promedio de los
experimentos y comparados con el control de cada caso, el cual se toma como el
100% del basal. Sobre estos datos se obtuvieron los graficos. Se muestra en los
resultados un experimento representativo y el andlisis grafico del total de los
casos. Se representaran como la media + Error Standard.



16. Resultados
Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la viabilidad celular.

Se examino el efecto del H,O, sobre la viabilidad celular en fibroblastos gingivales
humanos a diferentes dosis como se indica en la Fig. 32 A. Encontrando que el
peroxido de hidrégeno promueve una disminucion en la viabilidad de una manera
dependiente de la dosis. El efecto maximo se obtuvo a una dosis de 300 pM.
Posteriormente con el proposito de estudiar el tiempo al cual produce un
decremento en la viabilidad. Los fibroblastos gingivales humanos se trataron con
200 uM de H,0, por varios periodos (0, 3, 6, 12, 24, 48 hrs) (Fig. 32 B). Nuestros
resultados muestran una significativa disminucién en la viabilidad. La maxima
disminucién se detectd6 después de las 12 horas de haber expuesto a los
fibroblastos gingivales con H,0,. El efecto méximo se detecté a las 48 hrs de
tratamiento con H,O, (Fig. 1-B).

A B

120 120
EA ] - i
S5 g 100
35 © 58 o
© N i
B o 60
EE 40 =S 40
82 20 - 82 5 |
S 0 >~ 0

0 50 100 150 200 250 300

H, O, (MM) 0 3 6 12 24 48

Tiempo (hrs)

Fig. 32 Dosis dependiente y curso temporal del efecto del H,O, sobre la viabilidad celular.
A) Las células (1 x 10* se expusieron a diferente concentracién de H,O, por 24 horas. B) Las
células se expusieron a H,O, (200 uM) por varios periodos. La viabilidad celular se detecté por el
ensayo MTT. Los resultados corresponden a la media + SE de cinco diferentes experimentos
realizados por triplicado.

Los resultados muestran que el H»O; induce la muerte celular de una manera
dependiente del tiempo y dosis, por lo que se decidio evaluar el efecto del
perdxido sobre la expresion de Bax, Bid, Bcl-2, Caspasa 8, Caspasa 9.



Efecto del H,O,sobre la expresion de Bax

Bax es una proteina pro-apoptotica miembro de la familia Bcl-2, con multiples
dominios como BH1, BH2, BH3 pero no en BH4 que es el dominio de Bcl-2 que
parece ser la porcidn con la que se tiene su efecto antiapoptotico.

Bax se transloca a la membrana mitocondrial durante la apoptosis donde
ocasiona MOMP (permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria).
MOMP libera factores pro-apoptéticos como citocromo ¢ y SMAC (caspasas
activadores secundarios mitocondriales) La activacion de Bax ocurre como un
paso sencillo, cambio conformacional en la proteina, translocacion vy
oligomerizacién en los poros de la membrana interna mitocondrial.

Se examino el papel del perdoxido de hidrogeno sobre la expresion de Bax. Los
fibroblastos gingivales humanos se trataron con perdxido de hidrogeno (200 uM)
durante diferentes periodos. Los resultados muestran que el tratamiento con
peroxido de hidrégeno induce una sobre expresion de Bax de manera dependiente
del tiempo encontrando una maxima expresion de Bax a los 15 minutos y
decreciendo a los 30 minutos (Fig. 33)
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Fig. 33 Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la expresion de Bax.

Las células (1x 106) crecieron en cajas de 6 pozos durante toda la noche, posteriormente se ayunaron (suero
bovino fetal 2%) al término se trataron con peréxido de hidrégeno (200 uM) a los tiempos indicados en la
figura. Se obtuvieron los extractos celulares y 50 ug de proteina se procesaron por la técnica de Western-Blot.
La imagen es una representativa de 3 experimentos que se realizaron por separado. El gréafico es el andlisis
densitométrico de la media + SE.

Los resultados del experimento muestran que el H,O; induce a la sobre expresion
de Bax de una manera dependiente del tiempo, por lo que se evalud la expresion
de Bid que es un agente proapoptético que solo no tiene accion apoptoética



Efecto del H,O, sobre la expresion de Bid.

Bid es una proteina que esta comprendida dentro de la clasificacion de solo BH3 y
miembro de la gran familia de Bcl-2

Esta proteina al igual que las de su familia (solo BH3) son proteinas
proapoptoticas pero no ejercen su accion sin la presencia de Bax y Bak, de tal
modo que actian como sensores celulares de proceso de apoptosis

Su accion esta relacionada en la inactivacion de de las proteinas anti- apoptéticas
como Bcl-2.

Una vez que los dominios de muerte son activados Bid es proteolizado por
Caspasa 8 originado una forma truncada de Bid (tBid) que sufre una miristilacion
en su extremo N terminal, previa a su insercibn en la membrana externa
mitocondrial

Otra accion de tBid es el cambio estructural e insercion de Bax en la membrana
mitocondrial interaccionando la via extrinseca y la intrinseca

Nosotros examinamos el papel del peréxido de hidrogeno sobre la expresion de
Bid. Tratando a los fibroblastos gingivales humanos con peroxido de hidrégeno
una concentracion de (200 uM) durante diferentes periodos. Nuestros resultados
muestran que el tratamiento con perdxido de hidrégeno induce una sobre
expresion de Bid de manera dependiente del tiempo encontrando una maxima
expresion de Bid a los 30 minutos y decreciendo importante a los 45 minutos ya
gue esta proteina se proteoliza en tBid (Fig. 34)
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Fig. 34 Efecto del per6xido de hidrégeno sobre la expresién de Bid.

Las células (1x 106) se crecieron en cajas de 6 pozos durante toda la noche, posteriormente se ayunaron
(suero bovino fetal 2%) al término se trataron con perdxido de hidrogeno (200 uM) a los tiempos indicados en
la figura. Se obtuvieron los extractos celulares y 50 ug de proteina se procesaron por la técnica de Western-

Blot. La imagen es una representativa de 3 experimentos que se realizaron por separado. El gréafico es el

andlisis densitométrico de la media + SE.

Nuestro resultado muestra que el H,O; induce a una sobre expresion de Bid y ya
que este actia como inhibidor de Bcl-2 decidimos evaluar el comportamiento de
este agente anti apoptotico



Efecto del H,O,sobre la expresién de BCL-2.

Bcl-2 es un grupo de proteasas, estad relacionada muy intimamente con 3
membranas intracelulares: membrana mitocondrial, envoltura nuclear y el reticulo
endoplasmatico gracias a su extremo carboxilo terminal que es sumamente
hidrofébico

La membrana mitocondrial se encuentra constituida por esta proteina y puede
activar o inactivar de la transicion de la permeabilidad mitocondrial de los poro, sus
homélogos Bcl-xl y Bcl-w, solo se insertan en la membrana mitocondrial una vez
gue son activados por una sefial apoptaética.

Nosotros evaluamos el efecto del perdxido de hidrogeno sobre la expresion de
Bcl-2. Encontrando que el tratamiento con peroxido de hidrogeno en fibroblastos
gingivales humanos degrada la presencia de Bcl2 de una manera dependiente del
tiempo. (Fig. 35)
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Fig. 35 Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la expresion de Bcl-2.

Las células (1x 106) se crecieron en cajas de 6 pozos, posteriormente se ayunaron (suero bovino
fetal 2%) al término se trataron con peroxido de hidrégeno (200 puM) a los tiempos indicados en la
figura. Se obtuvieron los extractos celulares y 50 ug de proteina se procesaron por la técnica de
Western-Blot. La imagen es una representativa de 3 experimentos que se realizaron por separado.
El grafico es el analisis densitométrico de la media + SE.

Al evaluar el efecto de Bcl-2 ante el efecto del peroxido comprobamos que este
agente decrece de una manera dependiente del tiempo ya que esta proteina al
encontrarse en un proceso de apoptosis deja de expresarse para que la célula
entre en apoptosis por lo que decidimos evaluar la relacion con Caspasa 8 siendo
esta la que proteoliza a Bid en tBid


http://74.125.93.104/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_permeability_transition_pore&prev=/search%3Fq%3DBcl-2%26hl%3Des&usg=ALkJrhgxsFczqrIn3KT1fePtn43-MGoAXA

Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la activacién de Caspasa 8.

Las caspasas pertenecen a la familia de cisteina-aspatil proteasas, a la fecha se
han identificado 14. Entre las caspasas que participan en la apoptosis se
encuentran 2, 3, 6, 8, 9, 6, 10. Las caspasas contienen grandes predominios y se
presentan como monomeros inactivos. La activacion de las caspasas se produce
cuando se asocian con diversos complejos la caspasa-9 se activa en el
apoptosoma, la 8 en el complejo de sefializacion inductor de muerte. Nosotros
evaluamos el papel del peréxido sobre la activacion de caspasas 8 y 9. Nuestros
resultados muestran que el peroxido produce un aumento en la activacion de las
Caspasa (Fig. 36)

 — — — -~ o Tubulina

. — SRR S S e B | Pro Caspasa 8

.- e ~

£ * — A Caspasa 8
0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

Caspasa 8(% del basal)

0.1

0 15 30 45 60 90
Tiempo (min)

Fig. 36 Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la expresién de Caspasa 8.

Las células (1x 106) se crecieron en cajas de 6 pozos, una noche anterior se ayunaron (suero
bovino fetal 2%) al término se trataron con perdxido de hidrégeno (200 uM) a los tiempos indicados
en la figura. Se obtuvieron los extractos celulares y 50 ug de proteina se procesaron por la técnica

de Western-Blot. La imagen es una representativa de 3 experimentos que se realizaron por
separado. El gréfico es el analisis densitométrico de la media + SE.

Una vez analizado el resultado de caspasa 8 comprobamos que esta proteina
relacionada con la via extrinseca es activada por el efeto del peroxido de
hidrogeno, comprobando que caspasa 8 tiene una sobre expresiéon dependiente
del teimpo, con este resultado decidimos evaluar la expresion de caspasa 9
formando parte de la via intrinseca y determinar si la célula entra en apoptosis



Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la activacién de Caspasa 9.

La Caspasa 9 esta considerada como una Caspasa iniciadora de la apoptosis ante
la presencia de alguna sefial de muerte celular.La Caspasa 9, se encuentra de
forma fisiologica en su forma inactiva en el citosol, se activa tras la salida de
citocromo ¢ desde la mitocondria. Ante un determinado dafio que produzca una
alteracién en la membrana mitocondrial que desencadena la salida de citocromo ¢
al citosol.

La Caspasa 9 al unirse con el citocromo ¢ y Apaf-1 forman el apoptosoma Una
vez activado el apoptosoma Caspasa 9 activa a otras caspasas, para llevar a la
célula a la muerte.Nosotros evaluamos el papel del peroxido sobre la activacién de
caspasas 9.demostrando que el peréxido de hidrogeno produce un aumento en la
activacion de las Caspasa 9 (Fig. 37)
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Fig. 37 Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la expresiéon de Caspasa 9.

Las células (1x 106) se crecieron en cajas de 6 pozos, una noche anterior se ayunaron (suero
bovino fetal 2%) al término se trataron con perdxido de hidrégeno (200 uM) a los tiempos indicados
en la figura. Se obtuvieron los extractos celulares y 50 ug de proteina se procesaron por la técnica

de Western-Blot. La imagen es una representativa de 3 experimentos que se realizaron por
separado. El gréfico es el analisis densitométrico de la media + SE.

Con este ultimo resultado comprobamos la sobre activacion de la Caspasa 9
determinando que el efecto del peréxido de hidrégeno estimula la liberacion del
citocromo c y por consiguiente la muerte celular



17. Discusién

El peroxido de hidrogeno es un agente ampliamente utilizado en la odontologia ya
que se utiliza en el tratamiento de blanqueamiento dental, en la desinfeccion de
tejidos y eliminacion de tejido necrético, las concentraciones mas utilizadas son de
en la mayoria de los tratamientos odontolégicos son de 2.5 a 3 % (7.4 x 10° a 1 x
10% mm).

En este estudio, encontramos que la LD50 (dosis letal de la mitad de la poblacién)
en fibroblastos gingivales humanos fue a una concentracién de 200 uM durante 24
horas y la LD100 (dosis letal del toda la poblacién) es a una concentracion de
300uM Esto implica que el peréxido de hidrogeno afecta la transferencia de
electrones en las mitocondrias.*’

Tras el estudio del efecto de peréxido de hidrogeno sobre los fibroblastos
gingivales humanos, encontramos que su efecto citotoxico no solo se relacionan
con la apoptosis sino que también estd asociado con la lisis celular, ya que
encontramos la ruptura de la membrana, condensacion y fragmentaciéon tanto del
citoplasma como del nucleo. Sin embargo, diversos estudios sefialan que la
exposicion de las células a un agentes oxidantes como el peréxido de hidrégeno
inducen a la apoptosis.*®

También se ha caracterizado que durante las fases tempranas de la apoptosis, se
produce una perdida en la asimetria de fosfolipidos formadores de la membrana
citoplasmatica de la célula provocando la translocacion de aminofosfolipidos
cargados negativamente y de fosfatidilserina de la porcién interna de la membrana
a la parte exterior.*

Por otra parte la apoptosis, es un proceso fisiolégico involucrado en la delecién
celular durante la organogénesis y controla la proliferacion celular, ya que toda
célula tiene un momento para vivir y un momento para morir por que lo mas
importante es el organismo en conjunto y no la individualidad celular, por lo cual se
tiene la muerte programada vy la diferenciacién en tejidos adultos.*

La falta en la regulacién de la apoptosis se ha implicado en una gran variedad de
enfermedades. La manifestacion excesiva de la apoptosis se ha relacionado con el
choque séptico, enfermedades de corazén, infarto y enfermedades
neurodegenerativas, mientras que la deficiencia funcional en la activacion de la
apoptossils puede facilitar el desarrollo de enfermedades autoinmunes o de
cancer.

A pesar de que diversos reportes sefialan que el peroxido de hidrogeno induce
apoptosis en células obtenidas de cancer gastrico o leucemia, el mecanismo
molecular no ha sido esclarecido del todo. Existen como ya he mencionado en
lineas anteriores al menos dos vias asociadas a la apoptosis entre las que se



encuentran la via extrinseca (receptores de muerte) y la via intrinseca
(mitocondria) que son iniciadas por Caspasa 8 y Caspasa 9 respectivamente.

En este estudia encontramos que el tratamiento con peréxido de hidrégeno
promueve la activacion de Caspasa 9, lo que sugiere que la via apoptoética es
mediada por la mitocondria. Con estos resultados se sugiere que la apoptosis
inducida por peroxido de hidrogeno en fibroblastos gingivales es mediada por la
via intrinseca. En otra serie de experimentos mostramos que el perdxido de
hidrogeno induce la expresidon de Bax, proteina que se considera como pro-
apoptotica, que induce la apoptosis mediante la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial lo que conduce a la liberacion del citocromo c. Por otra parte la
expresion de Bcl-2 disminuye gradualmente, proteina anti-apoptética ya que esta
proteina no puede mantener por completo la vitalidad de la célula ante los
estimulos externos y/o internos

Asi mismo se ha reportado que caspasa-8 promueve la protedlisis de Bid en la
porcién del carboxilo terminal para formar tBid. Fragmento que se une a la
mitocondria en la membrana mitocondrial, en donde promueve la despolarizacion
del potencial de esta creando poros y la liberacion del citocromo.

Estos resultados muestran que el peréxido de hidrégeno conduce a la activacion
de la via dependiente de caspasas regulando el funcionamiento de la mitocondria.

Finalmente nuestras investigaciones estaran encaminadas a evaluar el efecto del
perdxido de hidrégeno sobre la liberacién del citocromo c y sobre la integridad del
DNA. De igual forma nuestro experimentos muestran por primera ocasion que el
perdxido de hidrogeno induce apoptosis en un evento a través de la via Caspasa
dependiente de la mitocondria.
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