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Resumen

El objetivo del tratamiento de conductos es la limpieza, conformacion y obturacion
del sistema de conductos radicular, con la finalidad de prevenir y curar periodontitis
apical. Para ello se utilizan materiales durante la obturacion del sistema de
conductos, por lo general un nucleo (gutapercha) y cemento sellador. Sibien su uso
es de manera intraconducto, pude ocurrir casos en los cuales de manera
involuntaria estos puedan estar en contacto con los tejidos perirradiculares. Por ello,
los materiales a utilizar deben ser biocompatibles, ya que al estar en contacto con
los tejidos perirradiculares pueden alterar la respuesta inmune y de esta manera
intervenir en la correcta reparacion. Objetivo: El objetivo de este estudio fue
conocer el efecto de diferentes cementos selladores en células mononucleares
humanas mediante la produccién de la Interleucina 10 (IL-10). Material y métodos:
Se utilizaron células mononucleares humanas las cuales fueron estimuladas con
eluidos obtenidos de los cementos selladores BioRoot RCS, MTA Fillapex, Pulp
Canal Sealer y Ah Plus. Se recupero el sobrenadante de los cultivos alas 3, 6,12y
24 horas de estimulacion y mediante ELISA se cuantificd la produccion y liberacién
de IL-10 en el medio. Resultados: En todos los cementos selladores se observo la
produccion de IL-10,-sin- diferencia significativa. Se observé una diferencia
significativa en la produccion de IL-10 en todos los grupos a través de los tiempos,
siendo mayor la produccion a las 3 horas. Conclusiones: Este estudio in vitro
mostré que todos los cementos selladores evaluados, estimularon a las células
mononucleares humanas a producir IL-10, principalmente durante las primer horas.
Considerando la importancia del rol por parte de la IL-10 en la reparacion y
cicatrizacion, se piensa que su produccién estimulada por estos materiales puede

ser benéfica.

(Palabras clave: IL-10, cemento sellador, células mononucleares humanas)



Summary

The main objective of root canal treatment is the cleaning, conformation, and filling
of the root canal system, in order to prevent and heal apical periodontitis. For that
purpose, materials are used during the sealing of the root canal system, usually a
core (gutta-percha) and a cement sealer. Although its use is intracanal, it may be
cases in which the cement sealer may involuntarily come into contact with the
perirradicular tissues. Therefore, the materials to be used must be biocompatible,
considering that its contact with the perirradicular tissues can modify the immune
response and thus intervene in the correct healing. Objective: The aim of this study
was to know the effect of different cement sealers in._ human mononuclear cells
through the production of Interleukin 10 (IL-10). Material and methods: Human
mononuclear cells were used, which were stimulated with eluates obtained from
BioRoot RCS, MTA Fillapex, Pulp Canal Sealer y Ah Plus. 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-10 in the medium. Results: IL-10
production was observed in all cement sealers, without significant differences. A
significant difference in IL-10 production was observed in all groups over time, with
production being higher.at 3 hours. Conclusions: This in vitro study showed that all
the cement sealers evaluated, stimulated human mononuclear cells to produce IL-
10, mainly during the first hours. Considering the importance of the role of IL-10 in
repair and healing, it is thought, that its production stimulated by these materials its

beneficial.

(Keywords: IL-10, cement sealers, human mononuclear cells)



Dedicatorias

A mis padres, este logro es de ellos también, sin ellos este anhelo no hubiera sido

posible. Los amo infinitamente.



Agradecimientos

-A Dios, por esos maravillosos pilares y guias que me dio, mis padres. Por
permitirme llegar a este momento que parecia muy lejano, cumpliendo el anhelo de

mi corazon, su mano me ha sostenido y guiado en todo tiempo. Dios ha sido fiel.

-A mis padres, a quienes les debo todo, muchisimas gracias por estar en todo
momento, por su amor, por sus palabras de aliento, por su apoyo incondicional, por
su tiempo, por su esfuerzo, por motivarme cada dia a ser mejor, en fin gracias por

tanto. Soy muy afortunada al tenerlos como mis padres.

-A mi Universidad Autonoma de Querétaro, por haberme dado un lugar en sus aulas
y permitirme formar para del programa de la especialidad de Endodoncia.

-A mis maestros, gracias por sus ensefianzas, regafios, consejos, paciencia, por
compartir su conocimiento con gusto, por.los momentos de convivencia y por toda

la ayuda brindada.

- A mi asesor de Tesis el Dr..César Lopez Cruz, gracias por sus aportaciones y
disposicion durante la elaboracion de este trabajo. También agradecimiento al Dr.
Rubén Dominguez Pérez, primeramente por su paciencia y por sus conocimientos

brindados junto con la Dra. Rosa Martha Pérez Serrano, gracias por su apoyo.

- Agradezco toda su disposicién en apoyarme a la Dra. Ofelia Mora Izaguirre y a la
M. en C. Maria Laura Gonzalez Davalos del Laboratorio de Rumiologia y
Metabolismo Nutricional de FESC-UNAM; asi como a la M. en C. Adriana Gonzalez

Gallardo por apoyo técnico de la Unidad de Proteogendmica del INB-UNAM.

-Agradezco al Comité Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por
concederme una beca, siendo de gran apoyo econémico para mis estudios y la

realizacion de este proyecto de investigacion.



indice

Contenido Pagina
Resumen [
Summary Ii

Dedicatorias il

Agradecimientos \Y
indice v
Abreviaturas y siglas Vi

l. Introduccion
[l. Antecedentes/estado del arte

[Il. Fundamentacion tedrica

[11.1 Cementos Selladores 5
[11.2 Interaccion biolégica con tejidos perirradiculares 10
[11.3 IL-10 en Endodoncia 12
[1l.4. Ensayo de ELISA 13
IV. Hipotesis 15
V. Objetivos 16
V.1 General 16
V.2 Especificos 16
VI. Material y métodos 17
V1.1 Tipo de investigacion 17
VI.2 Poblacién o unidad de analisis 17
VI.3 Tamafo de muestra 17
VI.3.1 Criterios de Seleccién 17
VI.3.2 Variables Estudiadas 18
V1.4 Procedimientos 20
VI.4.1 Andlisis Estadistico 25
VI.4.2 Consideraciones éticas 25

VII. Resultados 27



VIII. Discusién
IX. Conclusiones
X. Propuestas
XI. Bibliografia

Vi

29
35
36
37



IL-10
MTT

ELISA
Células PDL
MTA

ZOE

IL-4

IL-13

TNF-a

IL-1b

IL-6

Células Trl
Células Thl
Células Th17
IL-12

IL-1

IL-8

INF-y

IL-1ra
RANKL

mL
i
pPg
pH
PBS

Abreviaturas y
Siglas

Interleucina 10
Bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-
difeniltetrazolio

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

Células del Ligamento Periodontal
Mineral Tridxido Agregado

Oxido de Zinc y Eugenol
Interleucina 4

Interleucina. 13

Factor de Necrosis Tumoral alfa
Interleucina 1lbeta

Interleucina 6

Célula Treg 1

Células T helper 1

Células T helper 17

Interleucina 12

Interleucina 1

Interleucina 8

Interferébn gamma

Antagonista del receptor de Interleucina 1
Ligando de receptor activador para el factor
nuclear k B

Mililitro

Microlitro

Picogramo

Potencial de hidrogeno

Buffer fosfato salino

Vil



DMEM

SFB
RPM
LPS
RPMI
ABTS

NaCLO
CO2

nm

Medio de Cultivo Eagle Modificado de
Dulbecco

Suero fisiolégico bovino

Revoluciones por minuto
Lipopolisacaridos

Medio Roswell Park Memorial Institute
2,2’-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)

Hipoclorito de Sodio

Dioxido de carbono

nandmetro

viii



I. INTRODUCCION

La terapia endoddntica tiene como objetivo la eliminacién de los productos
residuales de descomposicion del tejido pulpar y los microorganismos presentes
dentro del sistema del conducto radicular, seguido de la obturacion del-sistema de
conductos, lo que impide la colonizacion o recolonizacion por microorganismos
orales (de Oliveira Mendes et al., 2010; Bin et al., 2012).

El éxito se basa en parte en la capacidad de la obturacion y del sistema
sellador para bloquear la filtracion de bacterias y subproductos bacterianos a traves

de la obturacién del sistema de conductos (Williamson et al., 2005).

Por tanto, la obturacion estandar es-la combinacion de un cemento sellador
con un nucleo central, el cual hasta ahora ha sido casi de manera exclusiva la
gutapercha (drstavik, 2005). Estos .cementos, se han desarrollado para su uso de
forma intraconducto pero sucede que de manera involuntaria estos pueden ser
extruidos por medio del foramen apical y estar en contacto con los tejidos
periapicales (Van Landuyt et al., 2012) estimulando la produccién de citocinas (Covo
Morales et al., 2016).

Es de vital importancia para la endodoncia moderna, tener presente que el
efecto biolégico de estos materiales puede jugar un papel importante en los

fenédmenas fisioldgicos de la inflamacién (Covo Morales et al., 2016).

Para el presente estudio se eligi6 evaluar la citocina IL-10. Una citocina
antiinflamatoria, dada su importancia en el control del grado y la duracion de la
reaccion inflamatoria (Bazzoni et al., 2010) y que ademas, promueve la cicatrizacion
y la reparacion (Cai et al., 2015). Para evaluar la concentracion de citocinas
producidas en un momento determinado, se utiliza el ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA). Este meétodo es sofisticado y en condiciones

experimentales proporciona una evidencia inmunologica sobre el grado de



biocompatibilidad a nivel bioquimico de los materiales de obturacion evaluados
(Huang et al., 2005).

Lo anterior, permite al clinico conocer las posibles reacciones que. el
material a utilizar puede estimular o inducir en el paciente. De esta manera podra
considerar las opciones del material a elegir, que cumpla con las caracteristicas
necesarias requeridas para cada caso, que produzca menos reacciones adversas

en los tejidos periapicales y cause menos molestias post operatorias.



Il. ANTECEDENTES

Chang et al. (2014) compararon la citotoxicidad, la respuesta inflamatoria,
el efecto osteogénico, y el mecanismo de sefalizacion de 4 cementos selladores,
Sealapex (Sybron Kerr, WA), ARS (Dentsply), MTA Fillapex (Angelus) y iRoot SP
(BioCreamix Inc) en células del ligamento periodontal de humanos. Se utilizé el
ensayo MTT (Bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difeniltetrazolio) 'y ELISA
luego de exponer las células a los cementos selladores durante 3, 7, 14 dias,
concluyendo que ARS, MTA Fillapex e iRoot SP inducen una expresion menor de
mediadores inflamatorios y promueve la diferenciacion osteoblastica de células de

ligamento periodontal en comparacion con Sealapex.

Jung et al. (2018 a) evaluaron la biocompatibilidad de dos cementos
selladores relativamente nuevos que contienen Silicato de Calcio (MTA Fillapex y
BioRoot RCS) con dos selladores populares (AH-Plus, a base de resina epoxica y
Pulp Canal Sealer, a base de Oxido de Zinc y Eugenol) en células humanas del
ligamento periodontal (PDL). Se realizaron eluidos de cada cemento sellador a
diferentes tiempos (24 horas, 7, 14, y 21 dias) que fueron afadidos a las células
PDL. Se observé que con el BioRoot RCS hubo regeneracion de las células con el
tiempo, ademas mostrd baja toxicidad en estado recién mezclado. El MTA Fillapex
y el Pulp Canal Sealer eran citotéxicos recién mezclados, y también después de
fraguados, mientras que el AH Plus era citotoxico en un estado recién mezclado,
pero no en estado fraguado. El BioRoot RCS resulté biocompatible y bioactivo, ya
que parece tener una influencia positiva sobre el metabolismo de las células PDL.
El Pulp Canal Sealer y MTA Fillapex no mostraron biocompatibilidad en contacto
con las células PDL y el AH Plus recién mezclado fue el menos biocompatible en

estado de fraguado.

Alsubait et al. (2018) realizaron un estudio para evaluar el efecto
dependiente de la dosis/citotoxicidad en células troncales mesenquimales de

meédula 0sea de los selladores BioRoot RCS y Endosequence BC en comparacion



con AH Plus. Los cultivos celulares fueron expuestos ante eluidos de los cementos
selladores con diferentes diluciones. Se observd que la cantidad de células en el
grupo expuesto a AH Plus fue significativamente menor que el grupo control. No se
detecté ninguna diferencia significativa en viabilidad celular entre el sellador
Endosequence BC y el control en cualquiera de los tiempos examinados. En
BioRoot RCS, la proliferacion fue significativamente menor que el control.
Concluyendo que los eluidos de los selladores BioRoot RCS y Endosequence BC
son menos toxicos para las células mesenquimales humanas en comparacion con
AH Plus. Sin embargo, a concentraciones mas altas, BioRoot RCS tenia menos

citocompatibilidad que Endosequence BC.

En otro estudio realizado por Jung et al. (2018 b) evaluaron la citotoxicidad
de cuatro cementos selladores diferentes (Pulp Canal Sealer, AH Plus, BioRoot
RCS, MTA Fillapex) en dos estados, recién mezclados y fraguados. Utilizaron
eluidos de los cementos y fueron expuestos ante osteoblastos humanos durante 24
horas, 7, 14 y 21 dias. Concluyeron que AH Plus present6 toxicidad Uunicamente
recién mezclado pero no una vez fraguado. Pulp Canal Sealer y MTA Fillapex
mostraron toxicidad en ambos estados y BioRoot RCS presento la menor
citotoxicidad en ambos estados, ademas que se observé indicios de regeneracion

celular, una influencia positiva en el metabolismo celular y biocompatibilidad.



IIl. FUNDAMENTACION TEORICA

[11.1 Cementos Selladores

Los cementos selladores endodonticos se utilizan en la obturacion del
sistema de conductos radiculares para lograr un sellado hermético en todo el
conducto, incluido el foramen apical, irregularidades y discrepancias menores entre
la pared dentinaria del conducto radicular y el nucleo del material de obturacion
(Branstetter y Von Fraunhofer, 1982).

El cemento sellador endodéntico ideal debe ser biocompatible,
dimensionalmente estable, capaz de inducir osteogénesis y cementogénesis, facil
de preparar y de manipular, estéril, radiopaco y economico (Grossman, 1976;
Torabinejad et al., 1993; Gomes-Filho et al., 2009). Ademas, los materiales de
obturacion deben ser ligeramente insolubles para prevenir su disolucién ante fluidos
en el conducto radicular. Si el cemento sellador o los componentes de su eluido
llega a estar en contacto directo con los tejidos radiculares dependiendo del tiempo-
concentracion pude tener efectos en el metabolismo y regeneracion del hueso (Jung
et al., 2018 b).

Hoy en dia, hay varios tipos de cementos selladores endodonticos
disponibles, incluidos selladores a base de ionémero de vidrio, 6xido de zinc-
eugenol, resina, hidréxido de calcio, silicona y selladores de conductos radiculares

a base de bioceramicos (Zhou et al., 2013).

Generalidades del AH Plus

AH Plus es un sellador a base de resina epoxi ampliamente utilizado en

endodoncia (Bin et al.,, 2012). Los cementos a base de resina surgieron con el
propésito de perfeccionar las caracteristicas adhesivas de los selladores, que
incluye selladores a base de resina epoOxica, como el AH Plus, y a base de
metacrilato, como el EndoRez (Proust y Sealer, 1985). Por mucho el mas exitoso
de estos cementos a base de resina es de la serie AH (drstavik, 2005).



La férmula original epoxi amina de AH 26 ha sido mantenida, sin embargo,
se han utilizado aminas recientemente desarrolladas. Como resultado de varias
innovaciones, con AH Plus fue posible por primera vez desarrollar un sellador
termoplastico de conductos radiculares que permita la eliminacion del material en
caso de ser necesario. Otra ventaja de AH Plus es su forma de aplicacion:-un

sistema de pasta y pasta, que asegura un rapida mezcla (Plus et al., 2005).

Estos selladores hidrofobos se usan sin ningun tratamiento de la superficie
de la dentina o adhesivo y son capaces de activar grupos amino expuestos en el

colageno para formar enlaces covalentes (Al-Khatib et al.; 1990).

El AH Plus ha ganado popularidad a -pesar de su bien documentada
toxicidad y mutagenicidad (Azar et al., 2000). Ha revelado un potencial de
citotoxicidad méas bajo en comparaciéon con AH26, pero ambos selladores causan
un aumento en la genotoxicidad dependiente de la dosis (Huang et al., 2002).

Composicion

Pasta epdxica: Diepoxido, Tungsteno de calcio, Oxido de circonio, Aerosil y
Pigmento.
Pasta amina: 1-adamantano amina, N, N'-dibencil-5-oxa-nonandiamina-1,9, TCD-
Diamina. Tungsteno de calcio, Oxido de circonio, Aerosil y Aceite de silicona (Plus
et al., 2005).

Propiedades
AH Plus se caracteriza por sus excelentes propiedades mecanicas, alta

radiopacidad, poca contraccion a la polimerizacién, baja solubilidad y, no menos
importante, un alto grado de estabilidad durante el almacenamiento (Plus et al.,
2005). Tiene un tiempo de trabajo de unas 4 horas y de fraguado de 8 horas
(Kenneth y Louis, 2011).



Generalidades del Pulp Canal Sealer

Los cementos selladores a base de 6xido de zinc eugenol (ZOE) se han
utilizado durante muchos afios, a pesar de los reportes sobre la liberacién de
eugenol en concentraciones potencialmente citotdéxicas (Lindqvist y Otteskog,
1980). Estos cementos tienen actividad antibacteriana, pero suele provocar cierto
grado de toxicidad cuando esta en contacto directo con tejidos vitales (Qrstavik,
2005). Estudios in vitro atribuyen esta toxicidad a los iones de zinc y eugenol que
se liberan al formarse la mezcla eugenolato de zinc (Zhou et al., 2013).

Cuando el eugenol se mezcla con 6xido de zinc, se produce una reaccion
de quelacién y se forma eugenolato de zinc. El cemento de 6xido de zinc y eugenol,
examinado estructuralmente, consiste en granos de 6xido de zinc cubiertos por una
matriz de eugenolato de zinc. Debido a que las unidades de eugenolato de zinc
separadas se mantienen unidas por las fuerzas de van der Waals y particulas
entrelazadas, estos cementos son mecanicamente débiles (Wilson et al., 1973).

El éxito clinico, de estos cementos, en endodoncia se debe a la eliminacion
de microorganismos y otros materiales antigénicos del espacio pulpar (Cohen y
Burns, 2002).

Composicion
Polvo: Oxido de zinc, Polvo de plata, Yoduro de timol y Resina de &acido
dimérico

Liguido: 4-alil-2-metoxifenol, resina balsamica y agua (Siboni, 2017) .

Propiedades
El eugenol es antibacterial, sin embargo una pequefia cantidad de ZOE en

el vértice de la raiz presenta una concentracion de eugenol lo suficientemente alto
como para ser toxico para las bacterias y el huésped. Por otra parte, el area
periapical recibe una menor dosis de eugenol, donde el efecto resulta un tanto

antiinflamatorio y analgésico (Markowitz et al., 1992).



Generalidades MTA Fillapex

La terapia endodontica ha sido grandemente beneficiada por los cementos
a base de silicato tricalcico, mas comunmente conocidos como cementos a base de
MTA (Mineral Triéxido Agregado). Estos materiales son hidrofilicos, requieren agua
para endurecer y tener buena biocompatibilidad y habilidad para la formacion-de
apatita (Gandolfi et al., 2013, 2015).

El MTA Fillapex es un sellador endodontico basado en el MTA, desarrollado
por Angelus (Londrina/Parana/Brazil) y lanzada comercialmente en el 2010. Es un
producto que combina las ventajas probadas del MTA con.un material de obturacion
intraconducto. Su férmula en sistema pasta/pasta permite una obturacion completa
del sistema de conductos, incluyendo los conductos accesorios lateral y accesorios,
ademas, esta indicado para su uso en técnicas de obturacion de calor y frio (Sealer,
2011; Viapiana et al., 2014).

Se introdujo en el mercado en un intento de combinar las propiedades
fisicoquimicas de un sellador del conducto radicular con las propiedades biologicas
del MTA, sin embargo, se ha mostrado que la asociacion del cemento sellador de
conductos con MTA no mejoro las propiedades bil6gicas del MTA Fillapex (Braga et
al., 2014).

Composicion
Contiene particulas de silicato tricalcico (MTA), diéxido de silicdn, 6xido de
bismuto (Flores et al., 2011), resina de salicilato, resina diluyente, resina natural,

tridxido de bismuto, silice nanoparticulada y pigmentos (Braga et al., 2014).

Propiedades
Tiene fluidez adecuada, buen sellado y baja solubilidad, ademas de rapida

reparacion de tejidos sin causar reaccion inflamatoria, alta radiopacidad, liberacion
de iones calcio y resulta facil de remover en caso de retratamiento (Sealer, 2011;

Vitti et al., 2013; Gandolfi et al., 2016). Tiene un tiempo de trabajo de 23 minutos y



un tiempo medio de fraguado de 130 minutos (2 horas y 10 minutos), con una
variacion de £ 10 minutos (Moreira, 2010).

Generalidades del BioRoot RCS
El desarrollo de nuevos tipos de selladores endodénticos que contienen

silicato de calcio se basa en la busqueda de selladores con buena biocompatibilidad
gue inducen la formacion de tejido mineralizado y propiedades fisicas adecuadas
incluyendo la tasa de flujo, la capacidad de sellado, la manipulacion y fraguado mas
rapido (Morgental et al., 2011; Salles et al., 2012).

El BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des Fosses,France) es un cemento
a base de silicato tricélcico hidraulico en polvo/liquido, se encuentra en el mercado
desde Febrero 2015 y se recomienda su uso para la técnica de cono Unico, o
condensacion lateral en frio (Gilles y Oliver, 2012).

Parece ser un material endodéntico bastante prometedor porque es
significativamente menos citotoxico-y genotdxico en comparacion con otros
selladores, ademas, induce un resultado bioactivo (Vouzara et al., 2018). El silicato
tricalcico es el ingrediente principal de BioRoot RCS, que se ha encontrado que
aumenta la proliferacion celular y promueve la diferenciacion osteogénica (Bjerre et
al., 2008).

Composicion
El polvo contiene silicato tricalcico, povidona y oxido de zirconio; el liquido
es una solucion acuosa de cloruro de calcio y policarboxilato (Siboni, 2017).

Propiedades
Se ha reportado que el BioRoot RCS induce in vitro la produccion de

factores de crecimiento angiogénicos y osteogénicos en células del ligamento
periodontal humano, ademas, tiene menor citotoxicidad que los selladores

convencionales, puede inducir el depodsito de tejido duro y tiene actividad



antimicrobiana (Camps et al., 2015; Dimitrova-Nakov et al., 2015; Arias-Moliz y
Camilleri, 2016). Presenta un tiempo 6ptimo de trabajo de 10 minutos y un tiempo
méaximo de fraguado de 4 horas (Camps et al., 2015).

Algunos estudios mencionan que los biocerdmicos no producirdn. una
respuesta inflamatoria significativa en caso de que ocurriera una extrusioén durante

la obturacion (Russell, 2009).

[11.2 Interaccion biol6gica con tejidos perirradiculares

Aungue los selladores y los materiales de obturacion estan destinados a
estar contenidos dentro del espacio del conducto radicular, la obturacién del
conducto da como resultado una interfaz intima y compleja entre los materiales de
obturacion y los tejidos perirradiculares, que pueden extruirse a través de la
constricciéon apical (Al-Hiyasat et al., 2010; Souza et al., 2019).

Los productos de degradacion de los selladores endodonticos pueden pasar
a los tejidos circundantes (Diomede-et al., 2014). Como resultado, la respuesta
inmune periapical podria verse afectada por la presencia de cementos selladores

del conducto radicular (de Oliveira Mendes et al., 2010).

La inflamacion es un proceso dinamico que dura desde unos pocos minutos
hasta afios, dependiendo de la extensién de la lesion, el tipo de lesion y la
vascularizacion del tejido, siendo una respuesta fisiol6gica normal y es crucial para
mantener la homeostasis (Van Der Waal et al., 2015), esta respuesta inflamatoria
debe ser de corta duracion y dar como resultado la respuesta protectora deseada,
si es excesiva o prolongada puede provocar dafios en los tejidos (Schmidt-Bleek et
al., 2015).

En la inflamaciéon aguda, las células principalmente involucradas son
neutrofilos, otros granulocitos y fagocitos mononucleares (monocitos, macrofagos).

La inflamacién crénica ocurre cuando una inflamacién aguda no se resuelve, puede

10



durar un tiempo ilimitado y puede exacerbarse en episodios de inflamacion aguda
(Van Der Waal et al., 2015). Durante la fase cronica, también se encuentran

linfocitos T y B, células natural killer y células plasmaticas (Silva et al., 2008).

Por otra parte, la respuesta del huésped es compleja e implica el
reclutamiento de células inflamatorias y la participacion de una extensa red de
mecanismos inmunoldgicos que incluyen la generacidon de citocinas, la expresion
de moléculas de adhesion a la superficie celular y la produccion de moléculas

guimiotacticas como las quimiocinas (De Rossi et al., 2008).

Las citocinas son pequefias moléculas de sefalizacion que median las
respuestas del huésped en la infeccion, la inflamacion, la hematopoyesis y el
trauma. Trabajan en conjunto en una red de regulacion homeostatica para prevenir
el estado constante de inflamacién (Parolia, 2015). Actian como factores de
transferencia de informacion entre las-células y son los factores rectores de la
inflamacion y su progresion a necrosis tisular y, en general, excelentes marcadores
de inflamacion (Ashida et al., 2011; Elsalhy et al., 2013; Matsuzaki et al., 2016).

Las citocinas proinflamatorias inician y/o promueven la inflamacion
sistémica, mientras que las citocinas antiinflamatorias reducen la inflamacion vy
favorecen la curacién (Hahn y Liewehr, 2007). La presentacion adecuada de las
citocinas antiinflamatorias, interleucina 4 (IL-4), interleucina 13 (IL-13) e IL-10, por
ejemplo, puede resolver la inflamacion prolongada y la transicion de la respuesta

inflamatoria para expresar factores pro-angiogénicos (Schmidt-Bleek et al., 2015).

La reparacion de los tejidos periapicales después del tratamiento del
conducto radicular parece estar regulada a través de la sefializacion de la matriz
celular y las interacciones moleculares que son promovidas por una serie de
citocinas y otros factores de crecimiento (Martinez et al., 2007). Por lo tanto, la
curacion exitosa de los tejidos periapicales después del tratamiento del conducto

radicular depende en parte de la composicion quimica de los materiales de relleno
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y del grado de degradacion y liberacion de componentes de estos selladores en los
tejidos periapicales (Brackett et al., 2009; Diomede et al., 2014).

[11.31L-10 en Endodoncia

La IL-10 es una citocina tipo Il, que tiene la actividad antinmune 'y
antiinflamatoria mas potente de todos los miembros de la familia. Es el principal
inhibidor de la sintesis de citocinas y la actividad de macrofagos, también modula la
produccion de las citocinas proinflamatorias como Factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1b) e interleucina 6 (IL-6) en varios tipos de células
(Mosser y Zhang, 2008; Elsalhy et al., 2013) ademas promueve la cicatrizacion y la

reparacion (Cai et al., 2015).

Es secretada principalmente por linfocitos y macréfagos activados; otras
fuentes celulares son las células T-helper tipo 2 (Th2), subconjuntos de células T
reguladoras designadas células Treg tipo 1 (Trl), T-helper tipo 1 (Thl1) y T-helper
17 (Th17), T CD8+ , monocitos y macrofagos, células dendriticas, células B, y
eosindfilos. Ademas de las células inmunes estan los queratinocitos, las células
epiteliales e incluso las células tumorales (Hahn y Liewehr, 2007; Mosser y Zhang
2008).

Sus efectos bioldgicos se pueden enumerar de la siguiente manera:
supresion de la proliferacion y secrecion de citocinas de las células T, supresion de
la funciéon de macréfagos y produccién de interleucina 12 (IL-12), supresion de la
produccion de citocinas proinflamatorias como interleucina 1 (IL-1), IL-6 e
interleucina 8 (IL- 8), supresién de la sintesis de 6xido nitrico y prostaglandina y
produccion de interferén-y (INF-y), aumento de la diferenciacion y proliferacion de
células B, aumento de la produccién del antagonista del receptor de Interleucina 1
(IL-1ra) y reduccion de la proliferacién de preosteoclastos para inhibir la pérdida
Osea (Bigakci et al., 2016).
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Ademas, no toda la bioactividad de IL-10 produce una supresion de las
respuestas inmunes, puede estimular la activacion de las células B, prolongar la
supervivencia de las células B, estimular la proliferacion de células natural killer y la
produccion de citocinas; también actia como un factor de crecimiento para estimular
la proliferacion de ciertos subconjuntos de células T CDS8, la IL-10 es importante
para la maduracién o6ptima de las células T CD8 + de memoria (Mosser y Zhang
2008; Laidlaw et al., 2015).

Varios estudios han demostrado el papel de la IL-10 en las lesiones
periapicales, las enfermedades periodontales y en la lesion endoddntica persistente
(Sette-Dias et al., 2016). Puede desempefiar un papel relevante en la cicatrizacion
de heridas al disminuir la respuesta inflamatoria después de una lesion pulpar
(Williamson et al., 2005).

En la enfermedad periapical, la IL-10 inhibe la activacion osteoclastica
contra el aumento de la resorcion 0sea alveolar observada en la periodontitis que
puede ser causada por el aumento de la produccion de osteoprotegerina y la
reduccion de la produccion del ligando de receptor activador para el factor nuclear
K B (RANKL) (de Oliveira' Mendes et al., 2010; Liu et al., 2006), ademas, afecta
directamente a los precursores de osteoclastos e inhibe la generacion y activacion

de osteoclastos (Menezes et al., 2008).

Algunos estudios han mencionado que la IL-10 retrasa el desarrollo de
periodontitis apical, esto sugiere que los investigadores deben desarrollar
regimenes terapéuticos que puedan regular negativamente la respuesta
proinflamatoria y aumentar la respuesta antiinflamatoria (Araujo-Pires et al., 2014;
Azuma et al., 2018).

[11.4. Ensayo de ELISA
El ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) utiliza un sistema

enzimatico para mostrar la combinacion de un antigeno con su anticuerpo. Es un

13



método para cuantificar un antigeno inmovilizado sobre una superficie sélida.
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

conversion de una sustancia clara en un producto coloreado por la enzima acoplada.

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 (Perimann et al.,
1971).

El ensayo inmunoasorbente ligado -a enzimas utilizado para evaluar la

expresion de citocinas es muy sofisticado (Huang et al., 2005).
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IV. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo
El cemento sellador BioRoot RCS estimula una menor produccion de IL-10
en células mononucleares humanas en comparacion con la estimulacion que

provocan el MTA Fillapex, el AH Plus o el Pulp Canal Sealer.

Hipotesis nula
El cemento sellador BioRoot RCS estimula una mayor produccion de IL-10
en células mononucleares humanas en comparacion con la estimulacion que

provocan el MTA Fillapex, el AH Plus o el Pulp Canal Sealer.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de diferentes cementos selladores en células

mononucleares humanas mediante la produccion de IL-10.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Cuantificar la produccién de IL-10 luego de exponer células

humanas ante el cemento sellador BioRoot RCS.

-Cuantificar la produccién de IL-10 luego de exponer.células

humanas ante el cemento sellador MTA Fillapex.

-Cuantificar la produccién de IL-10 luego de exponer células
humanas ante el cemento sellador Pulp Canal Sealer.

-Cuantificar la produccion de IL-10 luego de exponer células

humanas ante el cemento sellador AH Plus.

mononucleares

mononucleares

mononucleares

mononucleares

-Comparar los valores de IL-10 producida por las células mononucleares humanas

expuestas ante BioRoot RCS, MTA Fillapex, Pulp Canal Sealer y AH Plus.
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VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1 TIPO DE INVESTIGACION

Experimental In Vitro

VI.2 POBLACION
Cultivo de células mononucleares humanas obtenidas de sangre venosa

periférica de un individuo sano.

VI.3 TAMANO DE MUESTRA

48 pozos de placas de cultivo de 24 pozos (2 placas) con 500,000 células
mononucleares cada uno. Divididos de acuerdo al cemento sellador y a los grupos
control, asi como también de acuerdo a las horas de exposicion al eluido de cada

cemento.

VI.3.1 CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion

Cultivos celulares que cumplan con viabilidad celular

Criterios de Exclusion

Cultivos que no cumplan con criterios de calidad

Criterios de Eliminacion

Todas las muestras que durante el procesamiento sufrieron algun dafio y/o

fueron contaminadas.
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VI1.3.2 VARIABLES ESTUDIADAS

Independientes

Variable Definicién Definicién Tipo de Escala de Unidad de
conceptual operacional variable medicion medida
Medio de cultivo
_ que ha sido
Eluido Mezcla del
expuesto al
Cemento cemento Ny _
cemento sellador ) Cuantitativa | Continua ul
Sellador , sellador seguin
_ y ha absorbido _
BioRoot el fabricante.
compuestos _
RCS o Elaboracion de
quimicos que _
_ eluidos.
son liberados
después del
fraguado.
Medio de cultivo
_ que ha sido
Eluido Mezcla del
expuestoal
Cemento cemento
cemento sellador ]
Sellador ) sellador segun
y ha absorbido _
MTA el fabricante. | Cuantitativa | Continua ul
_ compuestos »
Fillapex o Elaboracion de
guimicos que _
_ eluidos.
son liberados
después del
fraguado.
Medio de cultivo
_ que ha sido
Eluido Mezcla del
expuesto al
Cemento cemento o _
cemento sellador ) Cuantitativa | Continua ul
_ sellador segun
y ha absorbido
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Sellador

compuestos

el fabricante.

AH Plus quimicos que Elaboracion de
son liberados eluidos.
después del
fraguado.
Medio de cultivo
_ que ha sido
Eluido Mezcla del
expuesto al
Cemento cemento o _
cemento sellador i Cuantitativa | Continua ul
Sellador ) sellador segun
y ha absorbido _
Pulp Canal el fabricante.
compuestos _
Sealer o Elaboracion de
quimicos que _
) eluidos
son liberados
después del
fraguado.
Dependiente
Variable Definicién Definicién Tipo de Escala de | Unidad de
conceptual operacional variable medicion medida
Cantidad de Cuantificacion
| citosina secretada | de IL-10 por o _
Concentracion . , Cuantitativa | Continua | Pg/mL
por células medio de KIT
IL-10 de Razdn
mononucleares ELISA ABTS
humanas en cultivo | Catalog
y cuantificada #900-M21
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V1.4 PROCEDIMIENTOS

Primera Fase.

Obtencion de células mononucleares humanas a partir de sangre venosa

periférica de un sujeto sano.

Toma de sangre por puncidn venosa.

Se obtuvieron 25 mililitros (mL) de sangre periférica-de un individuo sano

mediante la siguiente técnica:

1.

Se colocé el brazo izquierdo sobre la mesa de trabajo mientras el sujeto se
encontraba sentado. Se palpé la vena para identificar la zona de posible puncién

y se procedi6 a colocar el torniquete.

Se desinfectd la zona, y se procedid a la puncién ingresando la aguja
paralelamente al curso de la vena elegida, y con el bisel hacia arriba.

Posteriormente se introdujeron uno a uno 5 tubos Vacutainer de 5mL cada uno

y con anticoagulante, mismos que fueron etiquetados adecuadamente.

Durante la toma del ultimo tubo, se quit6 el torniquete y se colocd un algodén
sobre la zona de puncién. Se desechd tanto la aguja como el algodén en los
contenedores adecuados, y se pidié al sujeto que presione el algodon durante

unos minutos.

Aislamiento de Células Mononucleares Humanas por gradiente de Ficoll.

Con una pipeta serologica se dispensaron 3mL de Ficoll-1077 en un tubo conico
de 15mL.

Se mezcld la muestra de sangre contenida en el Vacutainer hasta

homogeneizarla.
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. Se retir0 la tapa del Vacutainer y con una pipeta seroldgica se dispensaron 5mL
de sangre anticoagulada hacia un tubo cénico de 15mL conteniendo 5mL de

buffer fosfato salino (PBS), potencial de hidrogeno (pH) 7.4 estéril.
. El tubo se homogeneizé por inversion.

. Utilizando la misma pipeta seroldgica, se tomaron 10mL de la mezcla de sangre
y PBS y se colocé cuidadosamente sobre la superficie del Ficoll-1077 sin
perturbar la interfase dispensando la mezcla lentamente por la pared del tubo
inclinado. Al terminar este paso el tubo conico presentd dos estratos, uno inferior

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

El tubo con la mezcla de Ficoll-1077, sangre y PBS, se centrifugé a 1,500
revoluciones por minuto (RPM) por 20 minutos, se retiraron de la centrifuga con
cuidado de no perturbar los estratos que 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.

. Empleando una micropipeta de hasta 1000 microlitros (ul) se transfirié el estrato
correspondiente a las células mononucleares humanas a un tubo de cultivo de
fondo redondo de 12mL. Se aforaron los tubos de cultivo de fondo redondo a

10mL con PBS, pH 7.4 y se homogeneizaron gentilmente por inversion.

. Se colocaron los tubos de cultivo de fondo redondo en la centrifuga y se
centrifugaron a 760 RPM, 10 minutos.

. Se retiraron los tubos de la centrifuga y se descartd el sobrenadante por

decantacion hacia una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) 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

21



indice. Se aforo el tubo a 10mL 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 minutos.

12.Se retiraron de la centrifuga y se descart6 el sobrenadante por decantacién hacia
una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5%.

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

golpeteo digital.

14.Se procedio a realizar el conteo celular e identificacion de viabilidad celular; para
esto, la suspension de células _mononucleares humanas se mezcldé con una
solucion al 0.4% de azul tripan y se colocé en un hemocitdémetro de Neubauer

para posteriormente observarlas bajo el microscopio invertido.

Segunda Fase.

Preparacion de Eluidos Cementos Selladores

Se utilizaron los siguientes selladores:

AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania),

Pulp Canal Sealer (Kerr, Scafati, Italia),

MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brasil), y

BioRoot RCS (Septodont, St. Maur-des-Fosses, Francia).

1. Todos los selladores se mezclaron segun la instruccién de los fabricantes vy

fueron aplicados en 4 moldes de silicona cada uno (diametro 4 mm, altura 1.5
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mm,). Para garantizar el fraguado completo de todos los cementos selladores,
las muestras se sumergieron en solucién fisiologica (solucion 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 colocado en una placa de 48 pozos y se le
agregd 1mL de medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) sin

suplementos ni antibiéticos.

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

de carbono (CO2) por 24 horas.

4. Una vez concluido el tiempo, se recuperd el medio de cultivo (eluido) utilizando
una micropipeta, esta solucion se filtr6 y se centrifug6 a 10,000 RPM durante 5
minutos y se almacenaron a -20°C 'hasta su uso.

Tercera Fase.

Estimulacién de las células con los eluidos.

1. Se realizaron dos ensayos de estimulacion por separado, y cada uno por
duplicado en cajas de cultivo de 48 pozos.

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

3. La placa se coloc6 en incubacion a 37°C con 5% de COz2 durante los tiempos
establecidos (3, 6, 12 y 24 horas). Terminando el tiempo de incubacion, el

sobrenadante fue recuperado utilizando una micropipeta y colocado en
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microtubos 0.6mL previamente identificados. Todos los sobrenadantes se

almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis.

Cuarta Fase.

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se utiliz6 el Kit comercial ELISA Development kit para cuantificacion de IL-

10 y su correspondiente kit de soluciones amortiguadoras siguiendo estrictamente
las indicaciones del fabricante (ELISA ABTS Catalog #900-M16, PeproTech):

1.

Se diluyé el anticuerpo de captura en PBS a una concentracion de 1.0ug/mL.
Inmediatamente se agregaron 100ul a cada uno de los pozos de una placa de
96 pozos proporcionada en el mismo kit. Se sell6 la placa y se incubo durante

toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente, se aspiré cada uno de los pozos para remover el liquido y se
lavé cada uno cuatro veces utilizando 300ul de solucién de lavado en cada

ocasion.

Se diluy6 la solucién estandar desde 1000pg/mL a cero utilizando solucién
diluyente e inmediatamente se agregaron 100ul de la solucién estandar o de

cada una de las muestras en un pozo previamente identificado.

. Se incubg a temperatura ambiente por al menos 2 horas.

Se aspir6 y lavé la placa cuatro veces y se diluyo el anticuerpo en diluyente a

una concentracion de 0.50ug/mL.

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

menos 2 horas.

Se aspird y lavo cada pozo cuatro veces y se diluy6 la alicuota de 5.5ul de Avidin
Peroxidasa en una proporcién 1:2000 en diluyente para obtener un volumen total

de 11mL y se agregaron 100ul a cada pozo.

24



8. La placa se incubdé durante 45 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
se aspird y lavo cada pozo cuatro veces.

9. Se agregaron 100ul de solucibn de ABTS (2,2-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) a cada pozo y se incubo a temperatura ambiente

hasta observar cambio de color.

10.El cambio de color se monitoreé constantemente y se llevé a un lector de placas

programado a 405 nanémetros (nm) de longitud de onda.

11.Se realizaron lecturas cada 5 minutos durante 30 minutos, los valores de
densidad Optica fueron almacenados en una hoja de Excel para su posterior

andlisis.

Quinta Fase

Analisis de los resultados.

Se realiz6 la importacién 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.

VI1.4.1 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software Grap Pad Prism. Se
aplico el ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey. Se consider6 significancia

estadistica cuando p fue <0.05.

VI1.4.2 CONSIDERACIONES ETICAS

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion se obtuvo el
consentimiento informado de un sujeto sano que dond 25mL de sangre periférica

venosa. La extraccion de esta sangre se realiz siguiendo estrictos estandares de
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calidad, asepsia y antisepsia que garantizaron la seguridad del mismo. La
informacion personal del paciente esté protegida y se respeta la privacidad de la
misma. Todos los desechos biologicos e infecto contagiosos derivados de esta

investigacion se desecharon en contenedores adecuados para ese fin.
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VIl. RESULTADOS

En la grafica 1 se muestra la concentracion de IL-10 en los sobrenadantes
de las células estimuladas con los diferentes cementos selladores en los cuatro

distintos tiempos experimentales.

Grafica 1. Comparacién de la concentracién de IL-10 inducida por la exposicidon a
los eluidos de los 4 cementos selladores.

80 -

|:| MTA Fillapex

. Pulp Canal Sealer

B ¢ (Lrs)

40
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S

3 Horas 6 Horas 12 Horas 24 Horas

Tiempo de exposicidon

No existieron diferencias estadisticamente significativas al comparar la
concentracion de la interleucina producida por los diferentes materiales y el LPS a
las tres horas. Tampoco se encontrd significancia estadistica al comparar la
concentracion detectada a las 6, 12 ni 24 horas.

Se puede observar que en todos los cementos evaluados, incluido en el
control, existio una mayor produccion de IL-10 a las tres horas de exposicion, esta
concentracion disminuyd notablemente a las 6 horas, no siendo estadisticamente

significativa en ninguno de los casos.
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Para las 12 y 24 horas la disminucién fue notoria para todos los casos.
Tanto a las 12 horas como 24 horas si se observa una disminucién estadisticamente
significativa en todos los casos, siendo en varios de ellos indetectable la

concentracion de la citocina de interés.
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VIII. DISCUSION

Los cementos selladores son utilizados con frecuencia en la practica
endodontica al momento de realizar el sellado hermético del sistema de conductos
radicular. El éxito se basa, en parte, en la capacidad de obturacion del sistema
sellador para bloquear la filtracién de bacterias y subproductos bacterianos y asi
evitar el acceso al periapice (Williamson et al., 2005). De manera inadvertida estos
materiales o sus eluidos pueden llegar a estar en contacto con los tejidos
perirradicualres. La respuesta tisular ante algunos componentes del cemento
sellador, puede desencadenar la produccién y liberacién de citocinas (Brackett et
al., 2009; Covo Morales et al., 2016).

Las reacciones inflamatorias no controladas, por causa de la extrusion del
material de obturacién del conducto a la zona periapical, es una complicacion
frecuente durante el tratamiento del conducto radicular (Yamaguchi y Matsunaga,
2007). Por ello, se han realizado multiples investigaciones con el fin de conocer la
interaccion entre los diferentes tipos de cementos selladores y la respuesta por parte
del huésped. Estos estudios han llevado, a lo largo del tiempo, a crear diferentes
tipos de cementos selladores y realizar modificaciones en los mismos para mejorar

sus caracteristicas y propiedades, y asi brindar un mejor prondéstico.

Un ejemplo de esto, es el estudio realizado por Brackett et al. (2009) el cual
trabajé con monocitos debido a su importante papel central en la direccion de
procesos inflamatorios para la curacion apropiada o la inflamacién destructiva. El
efecto de los selladores endodonticos en la funcion monocitica es importante, ya
que las respuestas inflamatorias aberrantes, suprimidas o innecesarias impiden la

curacion periapical.

Es por tanto importante conocer los efectos bioldgicos y quimicos que los
materiales dentales tienen sobre las células (Kamalak et al., 2018). Para el presente
estudio se eligi¢ evaluar la IL-10, ya que, induce la homeostasis tisular, es capaz de

regular la actividad de las células inflamatorias (linfocitos y monocitos) y la curacién
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de heridas (fibroblastos); conduce a la inhibicién de la produccién de citocinas
proinflamatorias por las células T y los macrofagos activados por IL-10 (Beucken et
al., 2006; Braga et al, 2014), ademas, su produccion se asocia con la sintesis de

colageno y la proliferaciéon celular (Kawashima y Stashenko, 1999).

Con el fin de proveer més informacion de la interaccion entre los cementos
selladores y la respuesta del huésped, esta investigacion fue disefiada para conocer
el efecto de diferentes cementos selladores (BioRoot RCS, MTA Fillapex, Pulp
Canal Sealery Ah Plus) en células mononucleares humanas mediante la produccion
de IL-10.

Los resultados del presente estudio evidencian que a las 3 y 6 horas el
cemento MTA Fillapex estimulo en menor grado la produccién de IL-10. Sin
embargo, fue el Gnico que siguid estimulando a las 12 horas y 24 horas, esto en
concordancia con estudios previos donde al estar en contacto con este material se
estimulaba una mayor produccion de IL-10 (Huang et al., 2005; Braga et al., 2014).
Por otra parte, Bésio et al. (2014) mencionan en su estudio que aunque no hubo
una diferencia significativa entre el grupo MTA Fillapex con los demas grupos, se

observé una reaccion inflamatoria que no se atenuaba con el tiempo.

Ademas, Vouzara et al. (2018) con base a lo observado en su estudio,
menciona estar de acuerdo con investigaciones recientes en cuanto a una
citotoxicidad por parte de MTA Fillapex similar o menor que otros selladores a base

de resina, pero, mas citotdxico que otros selladores a base de silicato.

La citotoxicidad demostrada por el MTA Fillapex puede ser consecuencia
de los componentes de resina como es el salicilato presente en su composicion
(Eldeniz et al., 2016; Jung et al., 2018 b).

Por otra parte, el Ah Plus ha ganado popularidad a pesar de su bien
documentada toxicidad y mutagenicidad (Azar et al., 2000). En el presente estudio
se observo que el cemento Ah Plus estimulo en mayor grado la produccion de IL-10

a las 3y 6 horas en comparacion con los demas grupos. Estos resultados estan en
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concordancia con el estudio de Tavares et al. (2017) donde observo que el Ah Plus
fue el que estimulé en mayor proporciéon en comparacion con los otros cementos
selladores de todos evaluados, produciendo una inflamacion moderada, aunque sin

diferencia significativa del resto de los grupos.

En el estudio de Silva-Herzog et al. (2011), el cemento Ah Plus registré.una
respuesta tisular severa, siendo el punto de irritacion en la fase temprana de la

evaluacion y disminuyendo con el tiempo.

Silva et al. (2012) mencionan en su estudio que el Ah Plus causoé efectos
citotoxicos cuando se us6 de manera indirecta, aunque todos los materiales
mostraron algunos efectos citotoxicos; de igual manera, Jung et al. (2018 a)

confirma la citotoxicidad de Ah Plus en su estudio con base en sus resultados.

Esto se puede deber, a que los materiales a base de resina contindan
liberando cantidades mensurables de componentes del composite durante periodos
de 24 horas, aunque la velocidad de liberacion disminuye con el tiempo (Issa et al.,
2004).

En cambio, los resultados del estudio de Al-Hiyasat et al. (2010) muestran
que los eluidos de todos los materiales estudiados eran citotoxicos, observando la
menor toxicidad con el eluido del cemento Ah Plus.

El cemento sellador BioRoot RCS fue el cemento que estimulé en menor
grado la produccion de IL-10, solo superado por el MTA Fillapex. En el estudio de
Jung et al. (2018 a) realizado en células de ligamento periodontal humano, se
concluy6 gue el BioRoot RCS no fue citotéxico, tuvo una influencia positiva en el
metabolismo celular y fue bioactivo. Sin embargo, en otro estudio realizado por Jung
et al. (2018 b) en osteoblastos humanos, concluyeron que el cemento BioRoot RCS

tuvo una influencia positiva en el metabolismo celular y fue ligeramente citotoxico.

Collado-Gonzélez et al. (2017), reportaron que el BioRoot RCS presenta
una excelente citocompatibilidad en términos de proliferacion celular, viabilidad

celular y migracion celular. En un estudio in vitro en células madre de pulpa de ratén,
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Dimitrova-Nakov et al. (2015) concluyeron que el BioRoot RCS no era citotéxico y
preservaba las propiedades intrinsecas osteo-odontogénicas de las células madre

derivadas de la pulpa.

Camps et al. (2015), concluyeron en su estudio que el cemento de silicato
tricalcico, BioRoot RCS, es menos toxico para las células del ligamento periodontal

gue Pulp Canal Sealer y potencialmente bioactivo.

Alsubait et al. (2018) concluyeron que los eluidos de los selladores BioRoot
RCS y Endosequence BC son menos téxicos para las células mesenquimales
humanas en comparacion con AH Plus. Sin embargo, a concentraciones mas altas,

BioRoot RCS tenia menos citocompatibilidad que Endosequence BC.

A patrtir de los resultados obtenidos con el cemento sellador BioRoot RCS,
nuestra hipoétesis queda rechazada debido a que no fue el cemento que estimulo en
menor grado a las células mononucleares humanas a producir IL-10 en
comparacion con los demas cementos selladores, durante todos los tiempos

evaluados.

Los selladores a base de 6xido de zinc eugenol (ZOE) se han utilizado
durante muchos afios, pero liberan concentraciones de eugenol potencialmente
citotoxicas (Lindqvist y Otteskog, 1980). El eugenol liberado puede participar en el
desarrollo de inflamacién periapical o la continuacién de una lesion periapical

preexistente (Ho et al., 2006).

La induccion de respuestas inflamatorias del tejido apical después de la
obturacion con un sellador a base de ZOE puede deberse a la citotoxicidad (Chang
et al., 2010).

Los resultados del presente estudio muestran que el cemento sellador Pulp
Canal Sealer, a base de ZOE, estimulo en mayor grado la produccién de IL-10, solo

superado por el BioRoot RCS.
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Camps et al. (2015) mostraron una mayor toxicidad con Pulp Canal Sealer
en comparacion con BioRoot RCS, la disminucion continua de células humanas del
ligamento periodontal observada con Pulp Canal Sealer después de un tiempo

prolongado confirma su toxicidad.

Siboni et al. (2017) mencionan que el Pulp Canal Sealer indujo la muerte

celular incluso en presencia de una pequefia cantidad.

Una posible explicacion para los resultados obtenidos en este estudio, con
el Pulp Canal Sealer, es lo mencionado en el estudio de Brackett et al. (2009) donde
el Pulp Canal Sealer suprimié significativamente la actividad mitocondrial de los
monocitos, incluso después de 12 horas, ademas, mostré6 que incluso con una
marcada supresion de la actividad mitocondrial, era posible un cambio en las

respuestas de las citocinas.

Es preciso sefialar que, en este estudio, el analisis in vitro se realizd con
eluidos de cementos selladores aun en estado fresco. En nuestros resultados se
observa que cada grupo presento una mayor produccion de IL-10 a las 3y 6 horas
significativamente mayor a la observadas a las 12 y 24 horas. Jung et al. (2018 a,
b) concluyeron en su estudio, que Ah Plus era citotéxico en un estado recién
mezclado, pero no cuando estaba fraguado, al igual que MTA Fillapex y Pulp Canal
Sealer fueron citotéxicos tanto en estado fresco como fraguado y BioRoot RCS

mostro la toxicidad mas baja en ambos estados.

Por otra parte, se puede observar un ligero incremento de la produccion de
IL-10 a las 24 horas en cada grupo. Hahn y Liewehr (2007) mencionan que esta se
reduce generalmente en la fase inicial y aumenta en la fase créonica tardia de la

respuesta inmune.

La IL-10 puede desempefiar un papel relevante en la cicatrizacion de
heridas al disminuir la respuesta inflamatoria después de una lesién pulpar
(Williamson et al., 2005). La evaluacién de esta citocina nos permite tener un

precedente de la respuesta inflamatoria, asi como su relacion con la
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biocompatibilidad y la citotoxicidad, sin embargo, es importante mencionar que este
estudio se realiz6 de manera in vitro y se enfoco en una sola citocina, considerando
gue para tener un conocimiento mas amplio y fiable de la interaccion entre los

cementos selladores y la respuesta del huésped se deben evaluar otros parametros.

Algunos estudios han mencionado que la IL-10 retrasa el desarrollo de
periodontitis apical, esto sugiere que los investigadores deben desarrollar
regimenes terapéuticos que puedan regular negativamente la respuesta
proinflamatoria y aumentar la respuesta antiinflamatoria (Araujo-Pires et al., 2014;
Azuma et al., 2018).
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IX. CONCLUSIONES

El presente estudio in vitro mostré0 que todos los cementos selladores
evaluados, estimularon la produccién de interleucina IL-10, sobre todo durante las
primeras horas de exposicidon y con un notable decremento al paso del tiempo.
Después de 12 horas de exposicion, la concentracion de la citocina disminuye al

grado de ser indetectable en varios de los casos.

La respuesta inflamatoria es necesaria para la defensa del huésped y
aunque la produccion de citocinas proinflamatorias es benéfica en un inicio, la
sobreproduccién de las mismas puede ser perjudicial. Por el contrario, teniendo la
IL-10 un rol importante en limitar la inflamacion y siendo un marcador para iniciar el
proceso de reparacion y remodelacion, se piensa que su produccién estimulada por
estos materiales es benéfica, ya que podria jugar un papel importante en prevenir
y/o limitar el desarrollo de lesiones periapicales. Se requiere mas estudios que
contemplen otras citocinas, otras lineas celulares y otros tiempos experimentales
para poder entender la influencia de estos materiales en este sistema complejo en

donde muchas variables estan involucradas.
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X. PROPUESTAS

Se recomienda realizar mas estudios que incluyan mas citocinas a evaluar,
hay controversia de los resultados obtenidos en estudios in vitro por su traspolacién
al area clinica, por ello se deberia considerar la realizacion de la evaluacién de la

expresion de citocinas mediante un estudio in vivo.
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