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Efecto antiinflamatorio del acido cafeico sobre la pulpitis
en un modelo experimental en Cobayos.

Anti-inflammatory effect of caffeic acid in an experimental model
of pulpitis in guinea pigs.
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RESUMEN

Antecedentes: El acido cafeico tiene propiedades antiinflamatorias
a través de la modulacion de la cascada metabolica del acido araqui-
donico y de respuestas inmunologicas en modelos experimentales,
efectos que pudieran replicarse en sitios de inflamacion local como
en la pulpitis reversible aguda, cuya causa principal es la caries
dental. Objetivo: Caracterizar las propiedades antiinflamatorias del
acido cafeico y compararlas con las de la indometacina en un modelo
de pulpitis experimental en cobayos. Material y métodos: Estudio
experimental en dientes de 16 cobayos machos, divididos en: grupo
I sin pulpitis ni tratamiento, grupo II pulpitis sin tratamiento, grupo
IIT (experimental) pulpitis y acido cafeico y grupo IV (comparativo)
pulpitis e indometacina. Los especimenes fueron sacrificados a las
24 horas de haberse provocado la pulpitis. El analisis histopatologico
se realiz6 calificando cualitativamente el infiltrado inflamatorio. Para
el analisis estadistico se obtuvo la media y desviacion estandar y se
utilizo6 la prueba de Wilcoxon, U de Mann Whitney y Kruskal-Wallis.
Resultados: El acido cafeico inhibi6 de forma completa macrofagos
y de forma parcial linfocitos y polimorfonucleares (p < 0.05), sin
diferencia estadisticamente significativa con indometacina (p > 0.05).
Conclusiones: El acido cafeico fue efectivo al disminuir el proceso in-
flamatorio de forma comparable a la indometacina al inhibir linfocitos,
neutréfilos polimorfonucleares y fundamentalmente macrofagos. Es
necesario realizar estudios en humanos, ya que ofrece una alternativa
viable por sus propiedades antiinflamatorias para procesos locales
agudos como en la pulpitis dental.
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ABSTRACT

Background: In experimental models, caffeic acid has proven to have
anti-inflammatory properties through the modulation of the arachidonic
acid metabolic cascade and of immune responses, effects which could
be replicated in local inflammation sites, such as in the case of acute
reversible pulpitis, the primary cause of which is dental caries. Objec-
tive: To characterize the anti-inflammatory properties of caffeic acid
and compare these with those of Indomethacin in an experimental model
of pulpitis in guinea pigs. Material and methods: An experimental
study involving the teeth of 16 male guinea pigs was performed. These
were randomly assigned to one of four groups: Group I: No pulpitis
or treatment, Group II: Pulpitis untreated; Group III (experimental):
Pulpitis treated with caffeic acid; and Group IV (comparative): Pulpitis
treated with Indomethacin. The specimens were sacrificed at 24 hours
after pulpitis induction. A qualitative histopathological analysis was
performed by quantifying the inflammatory infiltrate. For the statisti-
cal analysis, the mean and standard deviation were obtained and the
Wilcoxon, Mann-Whitney U, and Kruskal-Wallis tests used. Results:
Caffeic acid completely inhibited macrophages and partially inhibited
lymphocytes and polymorphonuclear cells (p < 0.05), with no statisti-
cally significant difference with Indomethacin (p > 0.05). Conclusions:
The effectiveness of caffeic acid in reducing the inflammatory process
was comparable to that of indomethacin, by inhibiting lymphocytes,
polymorphonuclear neutrophils and, above all, macrophages. Studies
are needed in humans, given that caffeic acid offers a viable alterna-
tive for treating local inflammatory processes such as dental pulpitis.
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INTRODUCCION

La pulpitis es la inflamacién de la pulpa dental causada
por estimulos externos nocivos como la caries dental
u otros factores traumaticos, mecénicos, térmicos, quimi-
cos o toxicos? y dependiendo de la fase en la que se en-
cuentre el dafio pulpar, puede ser reversible o irreversible.>

En la pulpitis reversible aguda el proceso inflamatorio pro-
duce aumento en la permeabilidad vascular y de mediadores
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quimicos como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos,
o6xido nitrico, histamina y citocinas; hay dafo endotelial por
necrosis secundaria a lesiones graves, patégenos o dafo
directo de los neutrdfilos, lo que ocasiona el dafo pulpary
sintomas como dolor intenso localizado o irradiado.*8
La acumulacién de células inflamatorias en la pulpitis es
ocasionada principalmente por la liberacion de leucotrie-
nos” 1%y prostaglandinas, que modifican las funciones de los
linfocitos T y B, ademas de contribuir en forma importante
al desarrollo de los signos y sintomas de la inflamacién. 31112
Ambas sustancias son sintetizadas a partir del acido araquidé-
nico a través de la via de las lipooxigenasas y ciclooxigenasas.
Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) tienen un
efecto en la inflamacién odontogénica, inhibiendo la via
de la ciclooxigenasa (COX). La indometacina es un AINE
que inhibe la funcién de la COX'y consecuentemente la
sintesis de prostaglandinas.’'* Una de las desventajas
del uso de los AINES es que producen efectos sistémicos
adversos potencialmente graves: gastrointestinales (gas-
tritis erosiva, Glcera gastrica, sangrado de tubo digestivo
alto), cardiovasculares (aumento de la tension arterial),
alteraciones hidroelectroliticas, nefrotoxicidad (nefritis in-
tersticial, necrosis papilar, sindrome nefrético o insuficien-
cia renal aguda), hepatotoxicidad, entre otros, tanto de
forma inmediata como a corto, mediano y largo plazo."
El 4cido cafeico es un compuesto fendlico encontrado
en vegetales, frutas, hierbas y suplementos dietéticos'®1”
que ha demostrado tener actividades bioldgicas tales
como efectos antiinflamatorios, antibacteriales, antivirales,
antitumorales y antioxidativos mediante la modulacién
de distintas respuestas inmunolégicas en modelos expe-
rimentales.®26- No se han demostrado efectos adversos
de su uso in vitro o in vivo, por lo que resulta una sus-
tancia inmunomoduladora potencial que podria ser Gtil
en patologias inflamatorias localizadas como la pulpitis
reversible aguda sin los efectos secundarios de los AINEs.
El objetivo de este estudio fue caracterizar el efecto del
acido cafeico en la inflamacién y comparar dicho efecto
con el de la indometacina en un modelo experimental
de pulpitis en cobayos.

MATERIALY METODOS

Se realiz6 un estudio experimental en un modelo animal.
Se utilizaron 16 cobayos machos de 300 a 350 g de peso,
alimentados con conejina y agua ad libitum, divididos alea-
toriamente en 4 grupos de cuatro especimenes cada uno.

Los grupos se dividieron de la siguiente manera: grupo
I sin pulpitis ni tratamiento (grupo control negativo); grupo
[ pulpitis sin tratamiento (grupo control positivo); grupo

[l pulpitis con administracién del &cido cafeico (grupo
experimental) a dosis de 15 mg/kg de peso disuelto en
1 mL de solucién de bicarbonato de sodio al 3% por via
intraperitoneal una hora antes de la pulpitis y dos dosis
mas cada 12 horas; grupo IV pulpitis con administracion
de indometacina (grupo comparativo) a dosis de 7 mg/kg
de peso, disuelto en 1 mL de solucion de bicarbonato de
sodio por via intraperitoneal administrado una hora antes
de la pulpitis y dos dosis mas cada 12 horas.

La pulpitis experimental en los grupos II, [ll'y IV se pro-
dujo una hora después de aplicar los farmacos de acuerdo
con el grupo correspondiente, mediante anestesia intrape-
ritoneal con pentobarbital sédico a razén de 15 mg/kg de
peso. Una vez anestesiados se realizaron cavidades clase V
en el tercio cervical de la cara vestibular de cada diente con
motor de baja velocidad y fresa No. 702, sin comunicacién
directa con la pulpa dental, depositando acido ortofosférico
con torunda de algodén sin retirarla, obturando la cavidad
con fosfato de zinc y eugenol como cemento provisional.

En todos los casos los animales fueron anestesiados
con pentobarbital sédico aplicado por via intraperitoneal
24 horas después de haber provocado la pulpitis experi-
mental. Se fij6 al animal en una mesa de experimentacién,
se localiz6 mediante diseccion y ligadura la arteria aorta
descendente y la vena yugular externa derecha. Se abri6
la caja tordcica y se introdujo solucién amortiguadora al
10% de formol en el ventriculo izquierdo, se seccioné la
yugular externa permitiendo el sangrado (Figura 1).

Vena yugular
externa

Ventriculo
izquierdo

—

——, Aorta
descendente

Figura 1. Localizacion y perfusion de formol al 10% en ventriculo
izquierdo hacia cuello y cabeza del espécimen.
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Después de infundir 10 mL de formol amortiguado
se procedié a la extraccion de los cuatro incisivos de la
siguiente manera: se disec6 el maxilar y se cort6 con un
oste6tomo para obtener el bloque 6seo que contenia los
dientes, incluyendo sus raices. Posteriormente con un
alveolotomo se cort6 la mayoria del bloque de hueso sin
maltratar los dientes y con motor de baja y fresa se elimi-
naron los fragmentos 6seos mds pequenos hasta obtener
la totalidad del diente con su rafz. El procedimiento en
la mandibula para extraer los dientes con sus raices fue
igual que el del maxilar. Cada incisivo obtenido se fij6 en
formol al 10% para el andlisis histopatolégico mediante la
inclusion en parafina y tincién con hematoxilina-eosina.?”
Los cortes fueron observados en microscopio éptico con
objetivo 100x por dos patélogos independientes y cegados.

Se observo la totalidad de la capa de odontoblastos,
la presencia de infiltrado inflamatorio y las caracteristi-
cas de dicho infiltrado, se califico6 de forma ordinal de
0 a 4 cruces y se reportaron las caracteristicas de dicho
infiltrado como ninguno, leve, moderado, severo y muy
severo, respectivamente.

Analisis estadistico

Se calcul6 la media y desviacion estandar de los hallazgos
obtenidos, para la comparacién intragrupo se utilizé la
prueba de Wilcoxon e intergrupos U de Mann Whitney
y Kruskall-Wallis, el nivel de significancia alfa considerado
fue de < 0.05.

RESULTADOS

Se analiz6 la fiabilidad de las mediciones mediante la
concordancia inter e intraobservador, obteniendo un
indice kappa de 0.83 para el interobservador y de 0.90
para el intraobservador.

En el grupo | se apreciaron linfocitos y macréfagos
en cantidades normales, sin infiltrado leucocitario. En el

grupo Il se observé infiltrado inflamatorio formado por
macréfagos, linfocitos y neutréfilos significativamente
mayor que en el grupo | (p < 0.001). Por lo que se co-
rroboré que el modelo experimental fue valido respecto
a la inflamacion pulpar (Cuadro 'y 1i).

En el grupo Il se present6 infiltrado inflamatorio leve
con inhibicién completa en macréfagos e incompleta en
neutrdfilos y linfocitos, significativamente menor que el
grupo Il (p < 0.05). En el grupo IV se apreci6 inhibicién
completa de linfocitos y macréfagos e incompleta de
neutréfilos (p < 0.001).

Al realizar la comparacién por estirpes estudiadas se
observé que en cuanto al infiltrado de neutréfilos con
respecto al grupo | hubo diferencias significativas de
inhibicién, aunque no total en el grupo Il y en el grupo
IV (p < 0.02). En cuanto al infiltrado de linfocitos con
respecto al grupo | se encontraron diferencias significati-
vas de inhibicién parcial en el grupo Ill (p < 0.05), pero
total en el grupo IV (p < 0.001). En cuanto al infiltrado
de macréfagos con respecto al grupo I, también hubo
diferencias significativas de inhibicion respecto al grupo
'y grupo IV (p < 0.05).

Al comparar el grupo Il contra el grupo IV no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al infiltrado inflamatorio (p > 0.05), pero con
diferencias significativas al comparar ambos grupos con
el grupo | (p < 0.01) (Cuadro I y 1I).

DISCUSION

El modelo de experimentacién que provoco pulpitis
dental en cobayos resulté valido respecto a la inflamacién
aguda, ya que el hallazgo mas importante en cuanto al
fenémeno leucocitario es la conglomeracion de neutré-
filos y macréfagos en el sitio de la lesién. Al inducir la
pulpitis experimental, se observé un infiltrado inflamatorio
compuesto principalmente por macréfagos, y en forma
menos importante, por neutrdfilos.*811,12.21

Cuadro I. Se expresan la media y desviacion estindar en todos los casos la n = 4.

Grupo Neutrofilos Linfocitos Macrofagos Total
I 0 0.25+0.14 0.12+0.07 0.37+0.21
I 0.43+0.15 1.10£0.22 1.20+0.64 2.73+1.01
11 0.14 +0.08 0.80+0.22 0.37+0.23 1.31+0.53
I\% 0.12+0.07 0.25+0.25 0.18+0.18 0.55+0.5

[ = grupo control negativo; Il = pulpitis (grupo control positivo); Il = pulpitis + acido cafeico (15 mg/kg/12 h); IV = pulpitis + indometacina (7 mg/kg/12 h).
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Cuadro I1. Infiltrado inflamatorio leve con inhibicion
completa en macréfagos en el grupo I1I significativamente

menor que el grupo I y sin diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo IV.

Macrofagos  Linfocitos ~ Neutrofilos  Nivel de
Grupo  (migracion)  (migracion)  (migracion) — significancia
I No No No
I Si Si Si p<0.001
11 No Parcial Parcial p<0.05
v No No Parcial p>0.05

La indometacina inhibe la liberacién de leucotrienos y
otros eicosanoides como prostaglandinas y tromboxanos,
lo que explica la inhibicién de la migracién de macréfa-
gos, linfocitos y neutréfilos (en menor cantidad) por sus
efectos sobre el acido araquidénico tal como se muestra
en este modelo.

Los linfocitos tienen un papel muy limitado en la
etapa aguda de la inflamacion, pero es la principal
célula en las reacciones crénicas, principalmente las de
origen inmunolégico; en este estudio la inhibicién de
linfocitos fue considerable en ambos grupos, completa
en el grupo de indometacina y no total en el de acido
cafeico. La inhibicion de neutréfilos, principal célula
descrita en fases iniciales del proceso inflamatorio
agudo fue comparable en el grupo de acido cafeico e
indometacina, aunque en ninguno de los dos se logré
inhibicion completa.’

El 4cido cafeico se conoce como un inhibidor
de la lipooxigenasa y que de esta manera disminu-
ye la formacién de los metabolitos quimiotacticos
del dcido araquidénico.?1%28 En este estudio se
detecté una disminucién importante en macréfagos
y neutrofilos, efecto que corresponde a las propie-
dades antiinflamatorias y antioxidantes del acido
cafeico!7/1923.25,26 y disminucién de la migracién de
linfocitos.20,24,26,29,30-32

El efecto de este compuesto contintia estudidndose
en mastocitos, macréfagos, osteoclastos y en diferentes
areas de oncologia con adecuados resultados, por lo
que resulta necesario realizar estudios de bioseguridad
y comenzar con estudios en humanos para observar su
potencial beneficio y utilidad en el proceso inflamatorio
de la pulpitis reversible aguda y por ende el dolor con
vias de administracion tépica (como el caso del Pulpa
dentis D30)33 o sistémica.

CONCLUSIONES

La inflamacién producida por el acido ortofosférico
después de 24 horas de haber sido aplicado en cavida-
des clase V en la corona de los dientes de los animales
correspondié a un patrén agudo con participacién de la
respuesta inmunoldgica.

La indometacina a la dosis y por la via administrada
suprimi6é completamente el infiltrado inflamatorio, siendo
los macréfagos v linfocitos los componentes principales.

El dcido cafeico inhibié parcialmente la inflamacion
pulpar producida por el 4cido ortofosférico, actuando
principalmente en neutréfilos y macréfagos.

El acido cafeico se convierte en un tratamiento po-
tencial de la pulpitis aguda reversible en humanos, con
la ventaja de ser administrado localmente y de tener un
efecto positivo localizado, sin los posibles efectos secun-
darios indeseados de otros antiinflamatorios.
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