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RESUMEN

Introduccion: El objetivo de la terapia endoddntica es prevenir y curar periodontitis
apical a través de la desinfeccion, conformacion y obturacion del sistema de
conductos radiculares. Con frecuencia subproductos de los cementos selladores
endododnticos entran en intimo contacto con tejidos perirradiculares
desencadenando diversos tipos de cambios celulares en el organismo. Es
imprescindible entender, estas respuestas moleculares y la forma en que repercuten
en el organismo, con la finalidad de elegir materiales que posean mayor
biocompatibilidad. Objetivos: Determinar cual cemento sellador estimula, en menor
grado, la produccion de IL-6 en las células mononucleares humanas expuestas a
BioRoot RCS, MTA Fillapex, Pulp Canal Sealer o Ah Plus. Material y métodos: Se
estimularon células mononucleares humanas con eluidos obtenidos de los
diferentes cementos selladores. Se recuperé el sobrenadante de los cultivos a las
3, 6,12y 24 horas de estimulacién y se utilizé ELISA para cuantificar la produccién
de IL-6 en el medio. Resultados: El eluido del cemento sellador AH Plus estimuld
la mayor produccion de IL-6, mientras que el de Pulp Canal Sealer la menor (por
debajo del rango detectable del ensayo), existiendo diferencias entre ellos (p<0.05).
Se pudo observar que los eluidos de MTA Fillapex, el BioRoot y el Pulp Canal Sealer
no existen diferencias de produccién en ningun tiempo experimental (p>0.05),
mientras que para el AH Plus se observé un incremento a las 12 horas y disminucién
a las 24 horas (p<0.05). La estimulacion realizada con el control positivo mostré un
aumento gradual a través del tiempo (p<0.05). Conclusiones: En general, todos los
eluidos estimularon a la produccién de IL-6. Sin embargo, el Pulp Canal Sealer no
indujo la produccion de la citocina, mientras que el AH Plus fue el que mas estimuld.

Palabras clave: IL-6, cementos selladores endoddnticos, células mononucleares
humanas, ELISA.



SUMMARY

Introduction: The main objective of endodontic therapy is to prevent and cure apical
periodontitis through disinfection, conformation and filling of the root canal system.
Frequently by-products of endodontic sealer cements come into intimate contact with
perirradicular tissues, triggering different types of cellular changes in the organism.
It is essential to be have a better understanding of these molecular responses and
the way in which they affect the organism in order to be able to choose materials
with greater biocompatibility. Objectives: to determine which endodontic sealer
cement stimulated less production and release of IL-6. produced by human
mononuclear cells, BioRoot RCS, MTA Fillapex, Pulp. Canal Sealer or Ah Plus.
Material and methods: Human mononuclear cells were stimulated with eluates
obtained from the different sealing cements. The culture supernatant was recovered
at 3,6,12 and 24 hours of stimulation and ELISA was used to quantify the production
and release of IL-6 in the medium. Results: The AH Plus sealer eluate stimulated
the highest production of IL-6, while that of Pulp Canal Sealer the lowest, below the
detectable range of the assay (p<0.05). It was observed that the eluates from MTA
Fillapex, BioRoot and Pulp Canal Sealer did not show differences in production at
any experimental time (p>0.05), while for AH Plus an increase was observed at 12
hours and a decrease at 24 hours (p<0.05). The stimulation performed with the
positive control showed a gradual increase over time (p<0.05). Conclusions: In
general, all the eluates stimulated the production of IL-6. However, the Pulp Canal
Sealer did not induce this cytokine production, while the AH Plus was the one that

most stimulated.

Key words: IL-6, endodontic sealer cement, human mononuclear cells, ELISA.
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I. Introduccién

Una de las finalidades de la terapia endoddntica es la reduccion de la carga
bacteriana; asi como evitar la filtracion de subproductos bacterianos a través de la
obturacion del sistema de conductos (Williamson et al.,, 2005). Los cementos
selladores endodonticos estan idealmente confinados al espacio del conducto
radicular (Ricucci y Langeland, 1998). Sin embargo, pueden ser extruidos-a traves
del foramen apical durante su colocacién y tener contacto directo con tejidos

perirradiculares (Silva et al., 2013).

En la actualidad existen diversos tipos de cementos.selladores que varian
desde sus presentaciones hasta su composicion quimica. Entre ellos se encuentran
cementos selladores a base de éxido de zinc y eugenol, iondmero de vidrio,
hidréxido de calcio, resinas sintéticas, resinas epoxicas, resinas polivinilicas,
cementos de policarboxilatos, siliconas (Anusavice et al.,, 2004) y cementos
selladores mas recientes denominados ' bioceramicos (Brave et al., 2012).
Idealmente un cemento sellador deberia proporcionar un excelente sellado cuando
fragua, estabilidad dimensional, tiempo de fraguado lento para garantizar un tiempo
de trabajo suficiente, insolubilidad en fluidos tisulares, adhesion adecuada con

paredes del conducto y biocompatibilidad (Grossman, 1958).

La capacidad de sellado de los materiales de obturacion radicular es
importante para. el éxito en el tratamiento de conducto. ElI material de obturacion
debe favorecer la reparacion de los tejidos periapicales dafiados, sin embargo,
existe con frecuencia la filtracion y extrusion de cemento hacia tejidos
perirradiculares desencadenando una respuesta inmune en el organismo (Gomes-
Filho et al., 2012). Aunque no exista extrusion de los materiales en si, los eluidos
de los cementos selladores endodonticos tienen la capacidad de generar una lesion
en los tejidos perirradiculares y retrasar el proceso de reparacion (Schafer et al.,
2007).



La respuesta inmune esta regulada por una red de control y sefializacion
altamente compleja. Entre estos componentes reguladores destacan las citocinas
antiinflamatorias e inhibidores especificos de citocinas. En condiciones fisiologicas,
estos inhibidores de citocinas sirven como elementos inmunomoduladores que
limitan los efectos potencialmente nocivos de inflamacion cronica exacerbada
(Munoz et al., 1991). Por otro lado, en condiciones patologicas estos mediadores
antiinflamatorios pueden proporcionar un control insuficiente sobre las actividades
proinflamatorias en enfermedades inmunoreguladas sobre compensando o

inhibiendo la respuesta inmune del huésped (Kasai et al., 1997).

Dentro de las diversas citocinas que actldan en la .respuesta inmune se
encuentra la interleucina 6 (IL-6), considerada un mediador soluble con un efecto
pleiotrépico sobre la inflamacion, respuesta inmune y hematopoyesis (Barton 1997).
Los macrofagos, neutrofilos, queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales son
algunas de las células encargadas de la sintesis de IL-6 (Matsuki et al., 1992) en
respuesta a estimulos como infeccion, trauma'y a cuerpos extrafios (Kishimoto et
al., 1995).

Existen diferentes tipos de pruebas a través de los cuales se puede realizar la
cuantificacion de diversas moléculas siendo el ensayo por inmunoadsorcion ligado
a enzimas (ELISA) uno de los mas usados. Este ensayo utiliza el concepto basico
de inmunologia de un antigeno que se une a su anticuerpo especifico, lo que
permite la deteccion de cantidades muy pequefias de antigenos como proteinas,

péptidos, hormonas o anticuerpos en una muestra de fluido (Gan et al., 2013).



Il. Antecedentes

Existen estudios a través de los cuales se han evaluado las propiedades que
poseen los cementos selladores endodonticos a nivel celular. Jung et al. (2018)
evaluo la biocompatibilidad a través de la viabilidad celular que presentaban células
del ligamento periodontal posterior a su estimulacion con eluidos de cementos
selladores; dos cementos selladores a base de silicato de calcio (MTA-Fillapex y
BioRoot-RCS) versus selladores cominmente usados (AH-Plus, a base de resina
epoxica y Pulp-Canal-Sealer, a base de Oxido de Zinc y Eugenol).-Informaron que
BioRoot-RCS presento6 regeneracion de las células del ligamento. periodontal y su
nivel mas bajo de toxicidad fue al estar recién mezclado. MTA-Fillapex y el Pulp-
Canal- Sealer presentaron citotoxicidad recién mezclados, asi como en un estado
posterior (24 horas, 7 y 21 dias), mientras que AH-Plus era citotdéxico en un estado
recién mezclado, pero no una vez que fraguaba. A diferencia de los demas
cementos selladores BioRoot-RCS demostré no solo ser un cemento biocompatible
debido a su viabilidad celular, sino que indujo actividad proliferativa de las células
ligamento periodontal a diferencia del cemento sellador Pulp Canal Sealer el cual

presento mayor toxicidad en menor tiempo sugiriendo necrosis celular.

Chang et al. (2014) evaluaron la respuesta inflamatoria y capacidad
osteogénica de 4 cementos selladores con diferentes composiciones quimicas; a
base de Hidréxido de Calcio (Sealapex), sellador a base de resina epoxica (ARS) y
bioceramicos (MTA-Fillapex, iRoot SP). Utilizaron eluidos de estos cementos para
estimular células del ligamento periodontal de humanos en intervalos de tiempo de
3, 7 y.14 dias. Los resultados fueron evaluados a través de ELISA y MTT.
Concluyeron que el cemento sellador MTA Fillapex e iRoot SP inducian menores
concentracion de mediadores inflamatorios y mejoraban significativamente la
diferenciacion osteoblastica de células del ligamento periodontal en comparacion

con el cemento sellador Sealapex.

Dimitrova-Nakov et al. (2015) en su estudio in vitro a través de la estimulacion

de células del ligamento periodontal humano con cementos selladores bioceramicos
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demostraron que se daba la produccion de factores de crecimiento angiogénico y
osteogénico. Por otro lado, también demostraron menor citotoxicidad que los
cementos selladores convencionales y una mejor actividad antimicrobiana (Camps
et al. 2015; Arias-Moliz y Camilleri, 2016).

Alsubait et al. (2018) evaluaron la citotoxicidad de cementos selladores
bioceramicos (EndoSequence BC y BioRoot RCS) versus un cemento sellador a
base de resina epodxica (AH-Plus). Se utilizaron eluidos de estos .cementos
selladores para estimular células mesenquimales de médula 6sea humana durante
1,3y 7 dias. Informaron que en todas las concentraciones de eluidos y dias que se
llevd a cabo el estudio el cemento sellador AH-Plus presenté mayor citotoxicidad
debido a la reduccion de numero de células presentes sugiriendo necrosis, en
comparacion con los cementos selladores EndoSequence BC y BioRoot RCS los
cuales no mostraron diferencias entre ellos en cuanto a viabilidad ni proliferacion

celular.

En 2018 se llevo a cabo otro estudio que demostro la citotoxicidad de cuatro
cementos selladores endodénticos con diferentes composiciones quimicas
estimulando osteoblastos: humanos. Se elaboraron eluidos de los cementos
selladores Pulp Canal Sealer (Oxido de zinc y eugenol), AH-Plus (resina epoxica),
BioRoot RCS y MTA-Fillapex (bioceramicos) recién mezclados y una vez
completamente fraguados. Las células fueron estimuladas durante 24 horas, 7, 14
y 21 dias.con los eluidos. Concluyeron que el cemento sellador AH-Plus era
citotébxico en un estado recién mezclado, pero no una vez que fraguaba
completamente. Los cementos selladores MTA-Fillapex y Pulp-Canal-Sealer
presentaron igual toxicidad recién mezclados, asi como una vez completamente
fraguados y el cemento sellador BioRoot-RCS mostro la toxicidad mas baja en
ambos estados; siendo el Unico que en el cual se observo regeneracion celular
(Jung et al. 2018).



IIl. FUNDAMENTACION TEORICA

Cementos Selladores

Grossman en 1958, enumero por primera vez las propiedades ideales que
un cemento sellador endodontico deberia poseer. Entre estas propiedades se
destacaron la estabilidad dimensional al fraguado, ser bactericida o bacteriostético,
la resistencia cohesiva para mantener unida la obturacién, no pigmentar la superficie
dentaria, sellado hermético tridimensional, no dafiar o irritar los tejidos
perirradiculares, poseer particulas muy finas para que puedan mezclarse facilmente

y ser facil de introducir al conducto radicular.

Cementos a base de 6xido de zinc y eugenol

Los cementos selladores a base de 6xido de zinc-eugenol han sido
utilizados con éxito durante mucho tiempo. Estos cementos selladores han sido
reconocidos por haber experimentado reabsorcion en extrusion a los tejidos
perirradiculares (Augsburger y Peters, 1990). Tienen un tiempo de fraguado largo,
sin embargo, se contraen al fraguar, con la consecuencia de tefiir la estructura
dental y tienen como principal ventaja su actividad antimicrobiana (Al-Khatib et al.,
1990).

Rickert y-Dixon en 1933, introdujeron uno de los primeros cementos
selladores a base de 6xido de Zinc-eugenol. El polvo contiene 6xido de zinc
adicionado de pequefias cantidades de resina blanca que reducian la fragilidad del
cemento 'y acetato de zinc como reactor y promotor de mayor resistencia para de la
reaccion de endurecimiento. El vehiculo de la mezcla para estos materiales es el

eugenol extraido de aceite de clavo, el cual proporcionaba el efecto antimicrobiano

Pulp Canal Sealer es un cemento sellador compuesto por Oxido de zinc (sin
arsénico) 34%, plata precipitada 25%, Oleorresinas 30% y Yoduro de timol 119%,

aceite de clavo de olor, 78% y Balsamo de Canada 22% (Biven et al., 2015).



Una de las principales desventajas que poseen este tipo de cementos es su grado

de toxicidad cuando se encuentran en contacto con tejidos vitales (@rstavik, 2005).

Cementos selladores a base de Resina epoéxica

Los cementos selladores a base de resina epoxica fueron introducidos en
la practica endodontica por sus caracteristicas favorables, como la adhesion a la
estructura dentaria, adecuado tiempo de trabajo, facilidad de manipulacion y buen
sellado (Carvalho-Junior et al. 2007; Borges et al. 2012; Franceschini et al. 2016).

AH Plus es un cemento sellador a base de resina epoOxica caracterizado
por sus excelentes propiedades mecanicas, alta radiopacidad, poca contraccion a
la polimerizacion, baja solubilidad y, no menos importante, un alto grado de
estabilidad durante el almacenamiento (Tyagi et al.; 2013). A pesar de la toxicidad
y mutagenicidad que ha sido documentada en los cementos selladores a base de
resina epoxica en especial de AH-Plus (Azar, 2000), se ha revelado un potencial de
citotoxicidad mas bajo en comparacion con AH26 aungque ambos selladores causen
un aumento en la genotoxicidad dependiente de la dosis (Huang et al., 2002).

Leonardo et al. (2000) informaron que el cemento a base de resina epoxica
AH-Plus era capaz de inhibir el crecimiento in vitro de diversas colonias bacterianas,
tales como Estafilococo aureo, Escherichia coli, Streptococcus mutans o
Staphylococcus epidermidis. Sin embargo, se ha descrito que los materiales
endododnticos que presentan una fuerte actividad antimicrobiana, frecuentemente
son mutagénicos, sobre todo aquéllos que liberan formaldehido (Geurtsen y
Leyhausen, 1997; Leonardo et al., 1999).

Al-Hiyasat et al., (2010) demostraron en un estudio in vitro, estimulando
fibroblastos humanos con eluidos de cementos selladores a base de resinas

epoxicas que todos los cementos incluidos en el estudio afectaban la viabilidad



celular e informaron cemento sellador a base de resina epoxica AH Plus era el

menos citotdéxico en comparacion a los demas.

Cementos selladores bioceramicos

En la actualidad los cementos selladores mas recientes son los cementos
bioceramicos. Estos contienen alimina, zirconio, vidrio bioactivo, vidrios ceramicos,
hidroxiapatita y fosfatos de calcio reabsorbibles (Brave et al., 2012). Dentro de sus
caracteristicas mas sobresalientes demostradas esta su capacidad de producir
hidroxiapatita durante su proceso de fraguado, generando un enlace quimico entre
la dentina y el material de obturacién ademas de un pH alcalino durante las primeras
24 horas de fraguado con elevada actividad antibacteriana (Ciasca et al., 2012).
Malhotra et al. (2014) inform6 que estos cementos. selladores eran estables en
ambientes biolégicos y no sufrian contraccién de. fraguado; todo lo contrario,
poseian una expansion de 0.002 mm y no se reabsorben. Existen estudios que
mencionan que los bioceramicos no producirian una respuesta inflamatoria
significativa en caso de que ocurriera una extrusién durante la obturacién (Russell,
2009).

El desarrollo de nuevos tipos de selladores endoddnticos que contienen
Silicato de Calcio se basa en la busqueda de selladores con buena
biocompatibilidad que inducen la formacion de tejido mineralizado y propiedades
fisicas, tasa de flujo, capacidad de sellado, manipulacion y fraguado mas rapido
(Morgental et al,, 2011; Salles et al., 2012).

El MTA Fillapex es un cemento sellador endodoéntico a base de silicato
tricalcico que combina las ventajas probadas del mineral trioxido agregado (MTA)
con un material de obturacion intraconducto (Viapiana et al., 2014). Tiene fluidez
adecuada, buen sellado y baja solubilidad, ademas de rapida reparacion de tejidos
sin causar reaccion inflamatoria, alta radiopacidad, liberaciéon de iones calcio y
resulta facil de remover en caso de retratamiento endodoéntico (Gandolfi et al., 2016).
Este cemento sellador contiene particulas de silicato tricalcico (MTA), dioxido de



silicén, oxido de bismuto (Flores et al., 2011), resina de salicilato, resina diluyente,
resina natural, trioxido de bismuto, silice nanoparticulada y pigmentos (Braga et al.,
2014).

Otro cemento sellador bioceramico es el cemento sellador BioRoot RCS. Su
composicién consta de polvo a base de silicato tricalcico, povidona y oxido de
zirconio y el liquido es una solucién acuosa de cloruro de calcio y policarboxilato
(Siboni, 2017). Su uso ha sido recomendado para la técnica de cono Unico, o
condensacion lateral en frio (Prillage et al., 2016). Existen reportes de estudios in
vitro con el cemento sellador BioRoot RCS en los cuales se demuestra la produccion
de factores de crecimiento angiogénicos y osteogénicos en células del ligamento
periodontal humano, ademas, tiene menor citotoxicidad que los selladores
convencionales y que cuenta con la capacidad de producir depésito de tejido duro
ademas de su alta actividad antimicrobiana gracias a su liberacion de iones de calcio
(Collado-Gonzalez et al., 2017; Costa et al., 2016; Dimitrova-Nakov et al., 2015).

Respuesta inmune: citocinas

Toda respuesta inmune ‘del huésped implica el reclutamiento de citocinas y
quimiocinas (Stashenko y Yu, 1987). Entre las citocinas, aquellas que promueven
la cascada de inflamacion se consideran mediadores proinflamatorios como lo son
la interleucina uno beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las quimiocinas, las familias de interferén, etc. Las
citocinas_antiinflamatorias como interleucina uno (IL-1), interleucina 4 (IL-4), IL-6,
IL-10, interleucina 11 (IL-11) e interleucina 13 (IL-13) son producidas para regular el

proceso de respuestas expresadas por citocinas proinflamatorias (Dinarello, 2000).

Las citocinas son transmisores de comunicacion célula-célula en muchos
procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos. Estos mediadores multifuncionales modulan
muchos procesos biolégicos esenciales. Son péptidos sintetizados por una gran
variedad de tipos de células y son capaces de regular las reacciones

hematopoyeéticas, la inflamacion, y principalmente el crecimiento y la diferenciacion
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celular, que actian generalmente de una manera paracrina o autocrina (Junming,
1987). La liberacion de citocinas puede ser desencadenada de forma directa
mediante contacto antigénico o indirecta mediante moléculas de sefalizacion
expresadas por células inmunes antigeno-reactivas (Elias et al., 1992; Dongari-
Bagtzoglou y Ebersole, 1996) que actuan regulando las células endoteliales y las
moléculas de adhesion leucocitarias, hecho imprescindible para que los leucocitos
abandonen los vasos sanguineos y se infiltren en los tejidos circundantes (Okada'y
Murakami, 1998; Pezelj-Ribaric et al. 2002).

IL-6 v su rol en la periodontitis apical

La etiologia y patogenia de la periodontitis apical-genera cambios histolégicos
en el hueso alveolar, el ligamento periodontal y el cemento (Cohen, 2011). La
periodontitis apical es una enfermedad inflamatoria de origen endoddntico (Jrstavik
y Ford, 2008), su persistencia da lugar a la progresion de lesiones cronicas
destruyendo estructuras 6seas como consecuencia de la incapacidad de los
mecanismos de defensa del huésped para erradicar la infeccién (Gazivoda et al.,
2009).

La primera deteccion de IL-6 en lesiones periapicales humanas se realiz6 en
un estudio donde las concentraciones de IL-6 fueron examinados a través del
ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) en pulpas humanas sanas,
pulpas inflamadas y lesiones periapicales de origen endoddntico. Este estudio
constato -que los concentraciones de IL-6 eran significativamente mayores en
lesiones periapicales y tejido pulpar inflamado en comparacién con el tejido pulpar
sano (Barkhordar et al., 1999). Las lesiones periapicales sintomaticas poseen
concentraciones mas altas de IL-6 que las lesiones asintomaticas debido a su
mayor contenido de células polimorfonucleares y lesiones epitelizadas (Radics et
al., 2003).

Las lesiones sintomaticas representan una etapa inmunolégicamente activa

de la enfermedad, se produce un aumento en el niumero de osteoclastos derivados
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de macréfagos de granulocitos, formadores de colonias que generan resorciones
Oseas (Balto et al., 2001; Huang et al. 2001), de igual manera se ha demostrado
qgue dicha interleucina interfiere con la apoptosis en neutrofilos (Kawashima y
Stashenko 1999); a diferencia de las lesiones asintométicas que parecen ser el
punto a partir del cual el proceso avanza hacia la reparacion (Brekalo Prso et al.,
2007). Se ha concluido que con lesiones periapicales cronicas IL-6 puede servir
como marcador de actividades inflamatorias patolégicas (Abdolsamadi et al., 2008),
como mediador inespecifico en el mantenimiento del hueso en proceso de
reabsorcion, en la activacion y proliferacion de linfocitos T, asi como a la

diferenciacion de linfocitos B (De Sa et al., 2007).

Ensayo de ELISA

El ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, utiliza un sistema
enzimatico para mostrar la combinacion de un antigeno con su anticuerpo. Es un
método para cuantificar un antigeno inmovilizado sobre una superficie soélida.
ELISA usa un anticuerpo especifico con una enzima acoplada covalentemente. La
cantidad de anticuerpo que se une al antigeno es proporcional a la cantidad de
antigeno presente, que se determina midiendo espectrofotométricamente la
conversiéon de una sustancia clara en un producto coloreado por la enzima acoplada
(Gan et al., 2013). Es-una técnica de ensayo basada en placa que se utiliza para
detectar y cuantificar sustancias como péptidos, proteinas, anticuerpos y hormonas.
Una enzima conjugada con un anticuerpo reacciona con sustrato incoloro para
generar -un  producto coloreado. Tal sustrato se llama cromogénico sustrato
(Perlmann et al., 1971).
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IV. HIPOTESIS

IV.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

El cemento endoddntico MTA-Fillapex estimula una menor produccion de IL-6 en
células mononucleares humanas in vitro en comparacion con-la produccién que

estimulan los cementos selladores Pulp Canal Sealer, BioRoot, AH Plus.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar cual de los cuatro cementos selladores endodénticos; BioRoot
RCS, MTA Fillapex, Pulp Canal Sealer o AH Plus estimula la menor produccion de

IL-6 en células mononucleares humanas in vitro.

V.2 OBJETIVO ESPECIFICO

-Cuantificar la concentracion de IL-6 posterior a la estimulacion de células

mononucleares humanas con eluidos de cemento sellador BioRoot RCS.

-Cuantificar la concentracion de IL-6 -posterior a la estimulacion de células

mononucleares humanas con eluidos de cemento sellador MTA Fillapex.

-Cuantificar la concentraciébn de IL-6 posterior a la estimulacion de células

mononucleares humanas con eluidos de cemento sellador Pulp Canal Sealer.

-Cuantificar la concentraciébn de IL-6 posterior a la estimulacién de células

mononucleares humanas con eluidos de cemento sellador AH Plus.

-Comparar los valores de concentracion de IL-6 producida por las células
mononucleares humanas estimuladas con eluidos de cementos selladores BioRoot
RCS, MTA Fillapex, Pulp Canal Sealer y AH Plus.
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VI. MATERIAL Y METODOS

V1.1 DISENO

Experimental in vitro

VI.2 POBLACION

Cultivo de células mononucleares humanas expuestas a eluidos de cementos
selladores AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania), Pulp Cabal Sealer
(Kerr, Scafati, Italia), MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brasil), y BioRoot RCS
(Septodont, St. Maur-des-Fosses, Francia).

V1.3 TAMANO DE MUESTRA

48 pozos de placas de cultivo de 24 pozos con-500,000 células cada uno.
Cada placa de 24 pozos con células mononucleares humanas procedentes de un
individuo sano (dos individuos para los 48 pozos). Divididos de acuerdo al cemento
sellador y a los grupos control, asi como también de acuerdo a las horas de

exposicidn al eluido de cada cemento.

VI1.3.1 CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion del paciente donador de monocitos

Clinicamente sano, sin tratamiento de antiinflamatorios tanto AINES o

esteroideos.

Criterios de Exclusion del paciente donador de monocitos

Personas que estén bajo tratamiento antimicrobiano, analgésico y

antiinflamatorio.

Criterios de Eliminacion del paciente donador de monocitos

Personas que decidan retirar su muestras e informacién biolégica

obtenida del experimento.
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Criterios de Inclusion de los cultivos celulares

Cultivos celulares que cumplan con viabilidad celular

Criterios de Exclusion de los cultivos celulares

Cultivos que no cumplan con criterios de calidad

Criterios de Eliminacion de los cultivos celulares

Todas las muestras que durante el procesamiento sufrieron algin dafio,

contaminadas y/o mal etiquetadas

VI1.3.2 VARIABLES ESTUDIADAS

Independiente

Variable Definicion Definicion Tipo de Escala | Unida
conceptual operacional variable de d de
medicion | medid
a
Medio de cultivo Mezcla del cemento
Eluido que ha sido sellador segln ul
Cemento expuesto al fabricante. Cuantitativa | Continua
Sellador cemento selladory | Elaboracién de
BioRoot ha absorbido Eluidos
compuestos
quimicos que son
liberados después
del fraguado.
Medio de cultivo
gue ha sido Mezcla del cemento
Eluido expuesto al sellador segun Cuantitativa | Continua pl
Cemento cemento selladory | fapricante.
Sellador ha absorbido Elaboracion de
MTA compuestos Eluidos
Fillapex quimicos que son

liberados después
del fraguado.
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Eluido Medio de cultivo Mezcla del cemento
Cemento que ha sido sellador segun
Sellador expuesto al fabricante. Cuantitativa | Continua u
Pulp Canal | cemento selladory | Ejaboracién de
Sealer ha absorbido Eluidos
compuestos
quimicos que son
liberados después
del fraguado.
Medio de cultivo | Mezcla del cemento | Cuantitativa | Continua ul
Eluido que ha sido sellador segln
Cemento expuesto al fabricante.
Sellador AH | c€mento s_ellador Y| Elaboracién de
Plus ha absorbido Eluidos
compuestos
quimicos que son
liberados después
del fraguado.
Dependiente
Variable Definicion conceptual Definicion Tipo de Escala Unidad
operacional variable de de
medicién | medida
Cantidad de Cuantificacion
Concentracion | citocina secretada por de IL-6 por Continua | Pg/mi
IL-6 células mononucleares | medio de Kit | Cuantitativa | de
humanas en cultivo y ELISA ABTS Razon
cuantificada. Catalog #900-
M16
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https://es.wikipedia.org/wiki/Glucoprote%C3%ADna

VI.5 PROCEDIMIENTO

La fase experimental del estudio se dividio en cinco fases:

Fase I: Obtencion de células mononucleares humanas a partir de sangre venosa
periférica de un sujeto sano.

Fase Il: Preparacion de Eluidos Cementos Selladores.

Fase lll: Estimulacion de las células con los eluidos.

Fase IV: Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Fase V: Andlisis de los resultados.

Fase I:

Toma de sangre por puncién venosa.

Se obtuvieron 25ml de sangre periférica de un individuo para cada uno de los

ensayos, participando en total dos individuos a través de la siguiente técnica:

1- Se coloco el brazo izquierdo del individuo sobre la mesa de trabajo mientras
este se encontraba sentado. Se palpé la vena para identificar la zona de posible

puncion y se procedid a colocar un torniquete.

2- Se desinfecté lazona, y se procedié a realizar la puncion ingresando la aguja

paralelamente al curso de la vena elegida con el bisel de la aguja hacia arriba.

3- Inmediatamente después de haber puncionado la vena y empezara a salir
sangre se introdujeron uno a uno 5 tubos vacutainer de 5 ml cada uno con

anticoagulante y los cuales fueron etiquetados adecuadamente.

4- Durante la toma del ultimo tubo, se retird el torniquete y se colocd un algodon
sobre la zona de puncion. Se desech¢ tanto la aguja como el algodén en los
contenedores adecuados, y se pidio al sujeto que presionara el algodén durante

unos min.
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Aislamiento de Células Mononucleares Humanas por gradiente de Ficoll.

Una vez recolectados los tubos con sangre se llevé a cabo siguiente protocolo

dentro del laboratorio:

1.- Con una pipeta serolégica se colocaron 3 mL de Ficoll-1077 en un tubo conico
de 15 mL.

2. Se mezcl6 gentilmente la muestra de sangre entera contenida en el vacutainer

hasta homogeneizarla.

3. Se retird la tapa del vacutainer y con una pipeta seroldgica de 10 mL se
dispensaron 5 mL de sangre entera anticoagulada hacia un tubo cénico de 15 mL

previamente cargado con 5 mL de PBS, pH 7.4 estéril.
4. Se homogeneizé gentilmente por inversion la mezcla de sangre y PBS.

5. Utilizando la misma pipeta serologica de 10 mL se tomaron 10 mL de la mezcla
de sangre entera y PBS y se coloc6 cuidadosamente sobre la superficie del Ficoll-
1077 sin perturbar la interfase escurriendo la mezcla lentamente por la pared del
tubo inclinado. Al terminar este paso el tubo conico presenté dos estratos, uno

inferior con Ficoll-1077 y uno superior con la mezcla de sangre y PBS.

6. Los tubos con dos estratos fueron colocados en la centrifuga durante 20 min. a
1,500 RPM. Se retiraron de la centrifuga con cuidado de no perturbar los estratos
gue se han formado. En este momento existian cuatro estratos diferentes: el
primero, de abajo hacia arriba, contenia eritrocitos y granulocitos, el inmediatamente
superior contenia Ficoll-1077, el inmediatamente superior al Ficoll es el estrato mas
discreto y contenia tanto a las células mononucleares humanas como a las

plaquetas y, por ultimo, el estrato superior que contenia el plasma.

7.- Empleando una micropipeta de hasta 1000 pl se transfirio el estrato
correspondiente a las células mononucleares humanas a un tubo de cultivo de fondo
redondo de 12 mL. Se aforaron los tubos de cultivo de fondo redondo a 10 mL con

PBS, pH 7.4 y se homogeneizaron gentilmente por inversion.
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8.- Se colocaron los tubos de cultivo de fondo redondo en la centrifuga y se
centrifugaron a 760 RPM, 10 min.

9.- Se retiraron tus tubos de la centrifuga y se descartd el sobrenadante por

decantacion hacia una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 0.5%.

10.- Se resuspendieron las células mononucleares humanas en el volumen
remanente de PBS dando pequefios golpes a la punta del tubo con el dedo indice.
Se aforé el tubo a 10 mL con PBS, pH 7.4 nuevamente y se homogeneizo

gentilmente por inversion.

11.- Se colocaron nuevamente los tubos de cultivo de fondo redondo en la

centrifuga y se centrifugaron a 760 RPM por 10 min.

12. Se retiraron de la centrifuga y se descarté el sobrenadante por decantacion
hacia una solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 0.5%.

13. Se resuspendieron las células mononucleares humanas en el volumen
remanente de PBS dando pequefios golpes ala punta del tubo con el dedo indice.
Y se agreg6 a cada tubo con células mononucleares humanas 1 mL de medio de
cultivo DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y se

resuspendieron a las células mononucleares humanas con golpeteo digital.

14.- Se procedio a realizar el conteo celular e identificacién de viabilidad celular,
para lo que la suspension de células mononucleares humanas fue mezclada con
una solucién al 0.4% de azul tripdn antes de ser observada bajo el microscopio
haciendo uso de un hemocitometro de Neubauer.

Fase Il:

Preparacion de Eluidos Cementos Selladores.

Se utilizaron los siguientes selladores: AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz,
Alemania), Pulp Cabal Sealer (Kerr, Scafati, Italia), MTA Fillapex (Angelus,
Londrina, Brasil), y BioRoot RCS (Septodont, St. Maur-des-Fosses, Francia).
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1.- Todos los selladores se mezclaron segun la instruccién de los fabricantes y
fueron aplicados en 4 moldes de silicona cada uno (diametro 4 mm, altura 1.5 mm).
Para garantizar el fraguado completo de todos los cementos selladores, las
muestras se sumergieron en solucion fisiolégica (solucién salina equilibrada de
Hank) a 37 °C. durante 48 horas.

2.- Después del fraguado, los materiales fueron pesados tres veces y se registro el
peso promedio. Los pesos promedio fueron: AH Plus 47.6 mg, MTA-Fillapex 31.6
mg, Pulp Canal Sealer 49.4 mg y para BioRoot RCS 37.3 mg. Cada “pastilla” de
material sin el molde de silicona fue colocada en una placa de 48 pozos y se le

agrego 1ml de medio de cultivo RPMI sin suplementos ni antibiéticos.

3.- La placa de cultivo con todos los cementos fue incubado a 37°C y 5% de CO2

por 24 horas.

4.- Una vez concluido el tiempo, se recuper6 el medio de cultivo (eluido) utilizando
una micropipeta. Esta solucién fue filtrada y centrifugada a 10,000 RPM durante 5

min y posteriormente se almacend a -20°C hasta su uso.

Fase Il

Estimulacion de las células con los eluidos

1.- Se realizaron dos ensayos de estimulacion por separado (dos individuos

donadores), y cada uno por duplicado en cajas de cultivo de 24 pozos.

2.- En cada pozo se sembraron 500,000 células inmediatamente después de haber
sido aisladas junto con 960 ul de medio de cultivo celular RPMI suplementado con
10% de suero autdlogo, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de
penicilina/estreptomicina y 40 ul de cada uno de los eluidos o0 40 pl de LPS para el

caso de los controles.

3.- La placa fue colocada en incubaciéon a 37°C con 5% de CO:2 y se extrajo de la
incubadora al cumplir 3 horas. El sobrenadante correspondiente a 3 horas de

exposicidon fue recuperado utilizando una micropipeta y colocado en microtubos
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previamente rotulados. Todos los sobrenadantes se almacenaron a -20°C hasta su

procesamiento.

4.- Concluidas 6, 12 y 24 horas de exposicion se recuperaron los sobrenadantes de

los pozos restantes y todos fueron almacenados.

Fase IV:

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se utilizé el Kit comercial ELISA ABTS developmet kit (Peprotech, EU) para
cuantificacion de IL-6 y su correspondiente kit de soluciones amortiguadoras
siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante:

1.- Se diluyé el anticuerpo de captura en PBS a una concentracion de 1.0 pg/ml.
Inmediatamente se agregaron 100 pl a cada uno de los pozos de una placa de 96
pozos proporcionada en el mismo kit. Se sell¢ la placa y se incubo durante toda la

noche a temperatura ambiente.

2. Al dia siguiente, se aspir6 cada uno de los pozos para remover el liquido y se
lavé cada uno cuatro veces utilizando 300 pl de solucién de lavado en cada ocasion.

3.- Se diluyé la solucién estandar desde 1ng/ml a cero utilizando solucién diluyente
e inmediatamente se agregaron 100 pl de la solucién estandar de cada una de las

muestras en un pozo previamente identificado.
4.- Se incub6 a temperatura ambiente por al menos 2 horas.

5.- Se-aspird y lavo la placa cuatro veces y se diluy6 el anticuerpo en diluyente a

una concentracion de 0.50 pg/ml.

6.- Se agregaron 100 ul por pozo y se incubaron a temperatura ambiente por al

menos 2 horas.

7.- Se aspird y lavo cada pozo cuatro veces y se diluyo la alicuota de 5.5 ul de Avidin
Peroxidasa en una proporcién 1:2000 en diluyente para obtener un volumen total de

11mly se agregaron 100 pl a cada pozo.
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8.- Se incubd durante 45 min a temperatura ambiente y se aspir6é y lavo cada pozo

cuatro veces.

9.- Se agregaron 100 pl de solucién de ABTS a cada pozo y se incub6 a temperatura

ambiente hasta observar cambio de color.

10.- El cambio de color se monitored constantemente y se llevé a un lector de placas
programado a 405 nm de longitud de onda.

11.- Se realizaron lecturas cada 5 min durante 30 min, los valores de densidad

Optica fueron almacenados en una hoja de Excel para su posterior andlisis.

Fase V:

Anélisis de los resultados.

Se realizo la importacion de valores de absorbancia a una base de datos de
Excel, en donde se analizaron los datos y se calcularon medias, desviaciones

estandar y se obtuvieron rangos, ademas de realizar graficas.

VI.5.1 ANALISIS ESTADISTICO

El efecto de los eluidos y del tiempo de exposicién sobre la produccion de la
IL-6, fue determinado a través del analisis de varianza de dos factores (ANOVA de
dos vias) con el andlisis Post hoc de Tukey. Esto corresponde a un modelo factorial
completo (se realizaron todas las posibles combinaciones entre valores y variables)
y completamente al azar (los grupos se formaron mediante asignacion
completamente aleatoria). El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software

Grap Pad Prism y se considero significancia estadistica cuando p fue <0.05
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VI.5.2 CONSIDERACIONES ETICAS

Para el desarrollo de este trabajo de investigacibn se obtuvo el
consentimiento informado de los sujetos sanos que donaron 25ml de sangre
periférica venosa. La extraccion de esta sangre se realizd siguiendo estrictos
estandares de calidad, asepsia y antisepsia que garantizaron la seguridad del
mismo. La informacién personal del paciente esta protegida y se respeta la
privacidad de la misma. Todos los desechos biolégicos e infecto-contagiosos
derivados de esta investigacion se desecharon en contenedores adecuados para

ese fin.

22



VIl. RESULTADOS

En la figura 1 se representa la comparaciéon de la concentracion de IL-6
cuantificada por medio del andlisis de las placas del ELISA en los sobrenadantes
de las células mononucleares humanas estimuladas con los eluidos de los

diferentes cementos selladores en los cuatro distintos tiempos experimentales.

4007
MTA Fillapex
T BioRoot
300 A . AhPlus
. Pulp Canal Sealer
©
5 LS
- 200 -
£
>
o
100 A
0 ETLj__. : [T]‘jl 3 FuE-E
3h 6 h 12 h 24 h
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Figura 1. Comparacidon de la concentracion de IL-6 producida por las CMN tras la
estimulacion con eluidos delos 4 cementos selladores en los 4 tiempos experimentales.
ND: No detectable, n=2,p<0.05

En la tabla 1 se muestra la comparacion entre los eluidos de los cementos
selladores utilizados para la estimulaciéon de las células mononucleares humanas
gue mostraron significancia estadistica (p<0.05). Se puede observar que a las 3y
24 horas no existieron diferencias al compararlos entre si (p>0.05).

En el grupo de 6 horas de exposicion, el eluido del cemento sellador AH Plus
estimulo la mayor produccion de IL-6, mientras que el de Pulp Canal Sealer la menor
(por debajo del rango detectable del ensayo), existiendo diferencias entre ellos
(p<0.05).

A las 12 horas de estimulacién el eluido del cemento sellador Pulp Canal Sealer
continud por debajo del rango de deteccion, y junto con el BioRoot fueron los que
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menos produccion de IL-6 estimularon, mientras que al AH Plus y el MTA Fillapex
fueron los que mas lo hicieron, existiendo diferencias entre ellos (p<0.05).

En casi todos los casos, el Control Positivo (LPS) estimuldé una mayor produccion
de IL-6 comparado con la concentracion obtenida por todos los cementos selladores
estudiados (p<0.05).

Tabla 1. Diferencias significativas (p<0.05) en la comparacién entre eluidos de los selladores
endododnticos y entre eluidos y el control positivo en cada tiempo experimental.
Comparacién entre cementos

3h 6h 12 h 24°h
selladores
MTA Fillapex Vs. BioRoot - - - -
MTA Fillapex Vs. AH Plus - - - -
MTA Fillapex Vs. Pulp CS - - * -
BioRoot Vs. AH Plus - - * -
BioRoot Vs. Pulp CS - - - -
AH Plus Vs. Pulp CS - * * -
Comparacion entre cementos
selladores y control (LPS)

MTA Fillapex Vs. LPS - * * *
BioRoot Vs. LPS * * * *

AH Plus Vs. LPS - * * *

Pulp CS Vs. LPS * > * *

*Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

Al analizar el efecto del tiempo sobre la produccién de IL-6 al estimular con cada
cemento sellador (tabla 2), se pudo observar que para el MTA Fillapex, el BioRoot
y el Pulp Canal Sealer no existen diferencias de produccién en ningun tiempo
experimental (p>0.05), mientras que para el AH Plus se observo un incremento a
las 12 horas y disminucion a las 24 horas (p<0.05).

Por otro lado, en la estimulacién realizada con el control positivo si se observo un
aumento gradual a través del tiempo (p<0.05).

Tabla 2. Diferencias significativas en la comparacion entre los distintos tiempos experimentales
para cada sellador endoddntico y el control positivo.

_MTA BioRoot AH Plus Pulp Canal Control
Fillapex Sealer (LPS)
3hvs.6h - - - - *
3hvs. 12h - - * - *
3hvs.24h - - - - *
6hvs.12h - - - - -
6hvs.24h - - - - *
12 h vs. 24 h - - * - *

*Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
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VIIl. DISCUSION

Los cementos selladores endodonticos son utilizados en la obturacion del
sistema de conductos radiculares (Williamson et al., 2005). De manera inadvertida
estos materiales o sus eluidos pueden llegar a estar en contacto con los tejidos
perirradiculares (Covo-Morales et al.,2016). Estudios con menores tasas de éxito
por sobre obturaciones han sido reportados sugiriendo que esto podria estar
asociado a la citotoxicidad de los cementos selladores endodonticos, la reaccion a
un cuerpo extrafio, su solubilidad en fluidos tisulares y su susceptibilidad a

fagocitosis (Ricucci y Loghin, 2016).

La citotoxicidad de los cementos selladores endodonticos ha sido
ampliamente evaluada a través de diferentes modelos de estudios (Camargo et al.
2014; Zhang, Li, and Peng 2010; Alsubait et al. 2018) demostrando su mayor grado
de toxicidad cuando se encuentran recién mezclados, a diferencia del presente

estudio en el cual se dejaron fraguar complemente los cementos selladores.

Estudios previos (Jung et al. 2018 y-2019; Alsubait et al., 2018) evaluaron la
citotoxicidad de cementos selladores AH plus, Pulp canal sealer, BioRoot RCS y
MTA Fillapex estimulando diferentes tipos celulares. En estos modelos de estudio
se contemplaron dos variables importantes de los cementos selladores. Se
estimularon las células con eluidos de cementos selladores recién mezclados y una
vez completamente fraguados. Demostraron que los eluidos de los cementos
selladores recién mezclados eran mas citotoxicos que los eluidos de los cementos
selladores.completamente fraguados, los cuales con el paso del tiempo en el que
se evaluaron disminuian su citotoxicidad. En el presente estudios se utilizaron
eluidos de cementos selladores completamente fraguados para poder simular
cuando un cemento sellador extruido permanece en el organismo. Los resultados
obtenidos fueron consistentes con estudios previos en los cuales la citotoxicidad era
menor con el paso del tiempo y en este caso la produccion de interleucinas

disminuyo gradualmente con el tiempo.
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Diferentes tipos de células en estudios in vitro han sido utilizados para
estudiar la biocompatibilidad de materiales dentales. Los cementos selladores a
base de 6xido de zinc y eugenol han presentado altos indice de citotoxicidad cuando
se encuentran en contacto con tejidos vitales (drstavik, 2005). En el presente
estudio en los periodos de prueba experimental de 6 y 12 h el cemento sellador Pulp
Canal sealer no estimulé produccion de IL-6 en las células lo cual podria sugerir que
los niveles de toxicidad de este cemento pudieran haber inducido a una necrosis
celular, siendo estos resultados consecuente con el estudio de Brackett en cual
demuestra que el cemento sellador Pulp Canal Sealer suprimié significativamente
la actividad mitocondrial de los monocitos, incluso después de 12 h (Brackett et al.,
2009).

Estudios en células mesenquimales (Alsubait et al., 2018), osteoblastos
(Jung et al., 2018) y células de ligamento periodontal (Jung et al., 2018) estimuladas
con eluidos de cemento sellador AH Plus confirman que este cemento sellador fue
altamente citotoxico coincidiendo con los resultados presentados en este estudio en
cual se demostré que fue el cemento sellador que producia mayor cantidad de IL-6

en los diferentes intervalos de tiempo.

Los cementos selladores BioRoot y MTA Fillapex han demostrado ser mas
biocompatibles y menos citotéxicos en comparacion a otros cementos selladores
(Garc, 2017; Eldeniz et al. 2016; Jung et al. 2018). Vouzara (2018) demostro que el
cemento sellador MTA Fillapex era menos citotdxico que otros cementos selladores
a base de resina pero mas citotoxico que otros selladores a base de silicato tricalcico
(Vouzara et al., 2018); estos hallazgos parecen ser consecuentes con resultados de
este estudio en el cual el cemento sellador MTA fillapex produjo mayor produccién
de IL-6 que el cemento sellador BioRoot en todos los intervalos de tiempo de prueba

a pesar de no haber diferencia entre ellos.

Estudios previos asocian el exceso de iones de calcio con la necrosis y
apoptosis celular (Zhivotovsky y Orrenius 2011). Dentro de las propiedades mas
destacadas del cemento sellador BioRoot se encuentra su capacidad de inducir

factores de crecimiento angiogénicos y osteogenicos relacionada a su liberacion
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gradual de iones calcio (Collado-Gonzélez et al., 2017). Esto pudo ser observado
en el presente estudio a través de produccion de IL-6 con el eluido del cemento
sellador BioRoot el cual tuvo picos de produccion en las 6 y 12 h, pero disminuyo

considerablemente a las 24 h.

La cuantificacion de citocinas producidas por células mononucleares
humanas posterior a su estimulacion con eluidos de cementos selladores a través
de ELISA, ha sido reportada en una Unica ocasion (Souza et al. 2019), mostrando
diferencia significativa entre cementos selladores a base de resina epodxica y
bioceramicos, reflejando discrepancia con nuestro estudio el cual no encontrd

diferencias entre los cementos selladores.

Souza et al. 2019 en su grupo control no obtuvo diferencias en comparacion
a los grupos de los eluidos de los cementos selladores, en cambio en el presente
estudio se obtuvieron diferencias entre el grupo control y los grupos de los eluidos
de los cementos selladores. Esta diferencia estaria relacionada a que en el estudio
previo el grupo control no utilizo ningln estimulante y en este estudio se utilizaron
LPS para el grupo control. En el estudio-de Souza fueron utilizados Uunicamente
cementos selladores a base de resinas epoéxicas y bioceramicos a diferencia del
presente estudio en el cual seincluyeron mas variables, como tres composiciones
quimicas diferentes de 4 selladores endoddnticos reconocidos por su capacidad de
no ser reabsorbidos en su totalidad por el organismo. En ambos estudios fueron
utilizadas células mononucleares humanas, puesto que son células capaces de
liberar mediadores de inflamacién (Velard et al. 2009) ante una agresién como es la
extrusion de materiales hacia el espacio perirradicular (Kaplan et al. 1996). Sin
embargo, hasta ahora existe muy poca informacion de la respuesta de estas células

cuando-son estimuladas con estos cementos selladores.

IL-6 es una citocina pro y anti inflamatoria presente en muchos procesos
biolégicos (Elsalhy et al., 2013). Basados en las diferencias obtenidas del grupo

control y del grupo de eluidos de cementos selladores en este estudio sugiere que
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los componentes de los cementos selladores podrian no activar la respuesta

proinflamatoria en los monocitos a diferencia de los LPS.

IX. CONCLUSIONES

El presente estudio in vitro mostrO0 que todos los cementos selladores
estimularon la produccién de interleucina IL-6 en todos los intervalos de tiempo de
prueba teniendo un pico de mayor produccion a las 12 h que disminuy6

considerablemente a las 24 h en todos los cementos selladores.

La defensa del huésped conlleva una respuesta inflamatoria que se
encuentra modulada por la produccién de diversas citocinas y quimiocinas. La IL-6
es una citocina anti y proinflamatoria necesaria para el inicio del proceso de
regeneracion y reparacion de los tejidos, sin.embargo, la sobre estimulacion de esta
citocina puede llegar a sobre compensar o inhibir la respuesta inmune del huésped.
Se requiere mas estudios que-contemplen otras citocinas, diferentes células y
tiempos experimentales para lograr comprender de mejor manera la influencia de

estos materiales en el organismo.
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X. PROPUESTAS

Se recomienda realizar mas estudios con mayor diversidad, tipo, clase de
citocinas, un rango mas amplio de tiempos experimentales, diferentes
concentraciones de eluidos y diversos cementos selladores. Estudios in vitro que
involucren diferentes células que se encuentran presentes en la respuesta inmune
para tratar de similar una respuesta in vivo. De igual manera se recomienda
considerar la realizacién de estudios in vivo para evaluar la produccion de diversas

citocinas.
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