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RESUMEN

Introduccion: La endodoncia tiene el objetivo de preveniry curar la periodontitis apical,
por medio de la limpieza, conformacion y obturacion de los conductos radiculares. Los cementos
selladores independiente de su composicidon quimica, ademas de ser biocompatibles, deben
estimular una minima respuesta inmuno-inflamatoria para evitar complicaciones
postoperatorias como dolor y retraso en la cicatrizacion de lesiones periapicales, relacionado
con la produccién de citocinas pro-inflamatorias a cargo de las células mononucleares.
Objetivo: Determinar la concentracion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) producida por
células mononucleares humanas estimuladas con los eluidos de los cementos selladores
endodonticos, Pulp Canal Sealer, AH Plus, Bio Root RCS y MTA Fillapex. Material y métodos:
Estudio experimental in vitro con células mononucleares humanas estimuladas a las 3, 6, 12y
24 horas con eluidos obtenidos de los diferentes cementos selladores endodonticos, evaluando
las concentraciones mediante Kit comercial ELISA: Resultados: Existieron diferencias al
comparar la concentracion del TNF-a producida a las 3,6 y 12 horas, no asi para el periodo de
12 y 24 horas. En el caso de los cuatro cementos selladores endodénticos probados, no
existieron diferencias entre ellos. Todos los eluidos de los cementos selladores estimularon
produccion de citocinas sin diferencias marcadas. Conclusiones: Los eluidos de cementos
selladores endodonticos estudiados independiente a su composicién quimica estimulan la
produccién TNF-a en células mononucleares humanas, registrando una produccion mayor a las

primeras horas.

(Palabras clave: Bioceramicos, TNF-a, cementos selladores, endodoncia)



SUMMARY

Introduction: Endodontics has the objective of preventing and curing apical preriodontitis, by
cleaning, shaping and filling the root canals. The endodontic sealers independent of their
chemical composition, in addition to being biocompatible, must present a minimal immuno-
inflammatory response to avoid postoperative complications such as pain and delayed healing
of periapical lesions, related to cytokine expression pro-inflammatory mediated by mononuclear
cells. Objective: To determine the concentration of TNF-a produced by human mononuclear
cells stimulated with eluates from endodontic sealers cements, Pulp Canal Sealer, AH Plus, Bio
Root RCS and MTA Fillapex. Material and methods: In vitro experimental study with human
mononuclear cells stimulated at 3, 6, 12 and 24 hours with eluates obtained from the different
endodontic sealers, evaluating the concentrations using the-commercial ELISA kit. Results:
There were statistically significant differences when comparing the concentration of TNF-a
produced at 3, 6 and 12 hours, however from 12 to 24 hours they were not significant. All eluates
from the endodontic sealers stimulated cytokine production without statistically significant
difference. Conclusions: The eluates of endodontic sealers studied independently of their
chemical composition stimulate TNF-a production in human mononuclear cells, presenting a

higher production in the first hours.

Key words: Bioceramics, TNF-a, endodontic sealers, endodontics.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

PMN Polimorfonucleares

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TNF Factor de necrosis tumoral

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
IFN-Y Interferon gamma

IL-4 Interleucina 4

MTA Agregado de tribxido mineral

MTT Ensayo de viabilidad celular

Células PDL Células humanas del ligamento periodontal
LDH Ensayo nivel de lactato deshidrogenasa

IL-113 Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IL-1 Interleucina 1

LPS Lipopolisacaridos

NK Células Natural Killer

IL-10 Interleucina 10

IL-4 Interlecina 4

LPD Lipopolisacaridos

PBS Buffer fosfato salino

RPM Revoluciones por minuto

CMN Células mononucleares humanas

NaClO Hipoclorito de Sodio

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco
RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute

ABTS Ensayo de decoloracion con el radical cationico
HOB Osteoblastos humanos primarios

Monocitos THP1 Linea celular monocitica humana derivada de

un paciente con leucemia monocitica aguda.

Vil




I. INTRODUCCION

La endodoncia tiene como objetivo especifico: curar y prevenir la periodontitis
perirradicular, mediante la limpieza, conformacion y obturacion del sistema de los conductos
radiculares (Kenneth y Louis, 2011; @rstavik y Pitt Ford, 1998).

La inflamacién es una respuesta de defensa del organismo destinado a destruir, diluir o
evitar un agente ofensivo que conduce a la reparacion de tejidos (Baumann y Gauldie, 1994).
Los cementos selladores endodonticos pueden afectar los tejidos periapicales cuando se
extruyen fuera del conducto radicular (Haji-Hassani et al., 2015), en tal condicion podrian causar
no sélo la degeneracion del tejido, si no también podrian retrasar la cicatrizacion de periodontitis
apical y generar reacciones inflamatorias agudas en tejidos periapicales (Bernath y Szabo,
2003; Tai et al., 2001). Sin embargo, algunos materiales dentales pueden modular la respuesta
inflamatoria para iniciar los eventos regenerativos por la expresion de factor de crecimiento, la
proliferacion celular y frenar la migracion de células para regenerar los tejidos perdidos (Giraud
et al., 2018; Lin y Rosenberg, 2011).

Varias composiciones quimicas para cementos selladores endoddnticos se han
desarrollado y empleado con el propésito de lograr propiedades fisicoquimicas mas deseables,
asi como la mejora de la biocompatibilidad con los tejidos periapicales (Al-Hiyasat et al., 2010).
Entre estos se incluyen materiales a base de Oxido de Zinc y Eugenol, Hidroxido de Calcio,
resinas sintéticas, lonémero de Vidrio, resinas polivinilicas, cementos de policarboxilatos,
siliconas y mas recientemente bioceramicos (José y Goldberg, 2002; Anusavice et al., 2004;
Kenneth y Louis, 2011).

El reclutamiento de células inflamatorias e inmunitarias y la liberacion de mediadores
proinflamatorios ocurre en la region periapical (de Brito et al., 2012). Células como
polimorfonucleares (PMN) y monocitos pueden provocar la progresion del sistema inmune del
huésped por su capacidad para liberar mediadores inflamatorios, tales como citocinas y

guimiocinas (Velard et al., 2009; Moura et al., 2013).

Las citocinas son mediadores necesarios para conducir la respuesta inflamatoria hacia

la region de infeccién y lesion, favoreciendo la cicatrizacién apropiada de la herida, pero la



produccion exacerbada de citocinas proinflamatorias a partir de la lesion puede manifestarse
sistémicamente con una inestabilidad hemodinamica o con disturbios metabdlicos. El Factor de
Necrosis Tumoral (TNF-a) a niveles bajos, puede promover la cicatrizacion de heridas mediante
la estimulacion indirecta de inflamacion y el aumento de los factores de crecimiento de
macrofagos. Sin embargo, en concentraciones superiores, especialmente durante periodos
prolongados de tiempo, el TNF-a tiene un efecto perjudicial sobre la curacién (Barrientos et al.,
2008). En una revision de la literatura, Vassali observd que el TNF puede actuar como un
protector o un agente que dafia, dependiendo de sinergismo con otras citocinas, la cantidad

liberada y tiempo de exposicion (Vassalli, 1992).

La cuantificacion de la concentracion de citocinas puede ser determinado por el ensayo
por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA), el cual es un-método analitico cuantitativo que
muestra reacciones antigeno-anticuerpo e identifica la presencia y concentracion de moléculas

en fluidos bioldgicos o celulares (Aydin, 2015).

La correlacion entre los biomarcadores' inflamatorios con caracteristicas clinicas y
radiograficas es de interés para el establecimiento del diagndstico y tratamiento. Clinicamente,
el dolor a percusion y el dolor a palpacién son parametros indicativos de la presencia de
inflamacion en los tejidos periapicales (Martinho et al., 2012). La presencia de dolor a palpacion
se asocio positivamente con TNF-a e Interferon gamma (IFN-Y)), asi mismo la presencia de un
area radiollcida en los tejidos periapicales es indicativa de destruccion 6sea, un mayor tamafio
de la destruccion 6sea (> 3 mm) estéa relacionado con TNF-a y asociado negativamente con

niveles mas altos de Interleucina 4 (IL-4) (Martinho et al., 2015).

Conocer cual eluido de cemento sellador endodontico (Pulp Canal Sealer, AH Plus,
BioRoot RCS o MTA Fillapex), estimula una mayor o menor produccion de citocinas como TNF-
a en la respuesta inmuno-inflamatoria es de importancia clinica para el beneficio del paciente
en el tratamiento de conductos radiculares, ya que con base a la composicion quimica que cada
uno presenta se seleccionara para la practica clinica el mismo que confiera un equilibrio en sus
reacciones inmuno-inflamatorias, reflejandose en la ausencia de dolor postoperatorio o

favoreciendo la cicatrizacion en los tejidos periapicales.



I. ANTECEDENTES

Recientemente en endodoncia, se han desarrollado nuevos tipos de selladores que
contienen agregado de Trioxido Mineral (MTA) y Silicato de Calcio (BioRoot RCS, Iroot), lo que

ha aumentado el interés en estudiarlos y compararlos con otros materiales.

Chang et al., (2014) evaluaron la biocompatibilidad, respuesta inflamatoria y capacidad
osteogénica de 4 cementos selladores; Sealapex (Sybron Kerr), AH Plus (Dentsply), MTA
Fillapex (Angelus) y iRoot SP (BioCreamix Inc) en células humanas del ligamento periodontal
(PDL). Utilizaron el ensayo de viabilidad celular (MTT) y el ensayo ELISA posterior a la
exposicion de los cementos selladores durante 3, 7 y 14 dias. Concluyeron que MTA Fillapex e
iRoot SP inducian una mas baja concentracion de mediadores inflamatorios y promovieron la
diferenciacion osteoblastica de células de ligamento periodontal en comparacién con el cemento

Sealapex y AH Plus.

Jung et al., (2018a) evaluaron la biocompatibilidad de dos cementos selladores que
contienen Silicato de Calcio (MTA-Fillapexy BioRoot-RCS) y selladores populares (Pulp Canal
Sealer y AH Plus), en células PDL. Los selladores se mezclaron de acuerdo a las indicaciones
de los fabricantes y se aplicaron en moldes de silicona para homogenizar las muestras.
Posteriormente, realizaron eluidos de cada cemento sellador a diferentes tiempos (24 horas, 7,
14,y 21 dias), mismos que fueron afiadidos a las células PDL, también fueron colocados recién
mezclados para simular un escenario clinico real. La viabilidad de las células PDL se analizé
por recuento celular, ensayo-MTT Yy tincidon con la técnica “vivo/muerto”; la citotoxicidad fue
determinada por el ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) y se registraron los cambios
celulares por la prueba de tincién Richardson. Los resultados mostraron que BioRoot-RCS fue
biocompatible 'y bioactivo, ya que registré una influencia positiva sobre el metabolismo de las
células PDL. En el caso del Pulp Canal Sealer y MTA-Fillapex no mostraron biocompatibilidad
en contacto con las células PDL. El AH Plus recién mezclado fue el menos biocompatible en

células PDL que en estado de fraguado.



Jung et al., (2018b) evaluaron los efectos de citotoxicidad de los cementos selladores
Pulp Canal Sealer, AH-Plus, BioRoot RCS, MTA-Fillapex expuestos a osteoblastos humanos,
probando los cementos selladores a dos tiempos de trabajo, recién mezclados y completamente
fraguados (eluidos). Se estimularon a los osteoblastos durante 24 horas, 7, 14 y 21 dias.
Concluyeron que AH plus presento toxicidad Unicamente recién mezclado pero no fraguado.
Pulp canal Sealer y MTA Fillapex mostraron toxicidad en todos los tiempos y BioRoot RCS; no
presentd indicio de citotoxicidad y se observaron indicios de regeneracion celular y

biocompatibilidad.

Alsubait et al., (2018) realizaron una evaluacion de citotoxicidad en células troncales
mesenquimales de médula 6sea de los selladores BioRoot RCS y Endosequence BC en
comparacién con el AH Plus. Los cementos selladores endoddnticos se prepararon de acuerdo
con las instrucciones de los fabricantes, obteniendo eluidos y posteriormente expuestos ante
los cultivos celulares. Se observé que la cantidad de células en AH Plus fue significativamente
menor que el grupo control; Endosequence BC no tuvo diferencia con el grupo control y los
cementos biocerdmicos presentaron menor proliferacion de células, asi como menor nivel de

toxicidad atribuyéndolo a su composicion quimica.

En la investigacion de Perassi et al., (2004) utilizaron los cementos selladores
endodonticos Endometasona .y Sealapex, los cuales fueron preparados conforme a las
instrucciones del fabricante y se almacenaron por 48 horas para permitir su fraguado. Se
prepararon soluciones a diversas concentraciones (25, 50 y 100 mg/mL) utilizando esos
materiales que fueron pulverizados y pesados en una balanza de precision y diluidos en
polietilenglicol. La cuantificacion de TNF se realizé6 mediante el ensayo ELISA. De los cementos
selladores utilizados el Endometasona causé una mayor liberacion de TNF que Sealapex,
concluyeron que entre mayor concentracion de TNF liberado por la estimulacion de cementos
selladores endoddnticos hay un mayor efecto citotoxico inmediato sobre el cultivo celular.
Encontraron también que el Endometasona y Sealapex causaron una disminucion de TNF al
aumento de las concentraciones, lo que sugiere que los macréfagos en contacto con altas
concentraciones de estos selladores liberan menos TNF, probablemente debido a un efecto de

tolerancia inmunoldgica.



IIl. FUNDAMENTACION TEORICA

La endodoncia es el campo de la odontologia que estudia la morfologia de la cavidad
pulpar, la fisiologia y la patologia de la pulpa dental, asi como la prevencion y el tratamiento de
alteraciones pulpares y de sus repercusiones sobre los tejidos periapicales (José y Goldberg,
2002; Jrstavik y Pitt Ford, 1998).

I11.1 Obturacion de los conductos radiculares

De los principales objetivos, la obturacién del sistema de conductos radiculares, es
evitar la infeccion o reinfeccién de los conductos radiculares tratados promoviendo la reparacion
de los tejidos periodontales y manteniendo estable las condiciones periapicales (Wolcott et al.,
1997; Siqueira, 2005; Bergenholtz et al., 2011). De acuerdo con Laurichesse et al., (1986),

dentro de la obturacién puede distinguirse un objetivo técnico y otro bioldgico:

El objetivo técnico consiste en rellenar de forma hermética la totalidad del sistema de
conductos radiculares con un material ‘que sea estable y que se mantenga de forma
permanente, sin sobrepasar sus limites, es decir, sin alcanzar el periodonto (Laurichesse et al.,
1986).

El objetivo bioldgico se considera cuando los productos toxicos no llegan al periapice,
presentando condiciones apropiadas para mantener la integridad y/o lograr una reparacion del
tejido periapical. Los propios medios de defensa del organismo podrén, por lo general, eliminar
las bacterias, componentes antigénicos y restos histicos necréticos que se encuentren junto al

apice y completar la reparacion (Laurichesse et al., 1986).

Varios materiales han sido recomendados para la obturacion; estos deben de presentar
la mayor biocompatibilidad con los tejidos para promover una correcta reparacion. Se clasifican
en relacidon a sus propiedades fisicas como solidos y semisolidos o plasticos (Anusavice et al.,
2004).



Solidos: El método mas comun de obturacion hoy en dia incluye gutapercha como
material de nucleo (Grossman, 1976; Anusavice et al., 2004; Garg y Garg, 2010; Willershausen
et al., 2011). La gutapercha es un material ampliamente utilizado debido a las propiedades que
posee. Al ser un polimero cristalino, a temperatura ambiente, presenta un estado sdlido, pero
si se aumenta su temperatura esta se plastifica y se hace amorfo, lo cual permite acceso a
espacios mas pequefios. Su funcion inicial es la de ocupar la mayor cantidad de espacio dentro
del conducto radicular para evitar la filtracibn de material indeseado. Cuenta con una
radiopacidad aceptable, facilitando al operador distinguir zonas con un relleno deficiente (Tyagi
et al., 2013)

Semisolidos: Para la obturacion del sistema de conductos radiculares ademas de la
gutapercha, se utilizan cementos selladores que presentan un estado fisico semisdlido tras la
mezcla de sus componentes obteniendo una pasta. El objetivo de los cementos es sellar la
interfase existente entre el material ndcleo de la obturacion y las paredes dentinarias del
conducto radicular, con la finalidad de conseguir una obturaciéon del mismo en las 3 dimensiones
del espacio, de forma hermética y estable (José y Goldberg, 2002; Lyon, 2001; Anusavice et
al., 2004).

I11.2 Cementos selladores

Los cementos selladores son los materiales que sirven para unir el material de nucleo
entre siy éste a la pared dentinaria (Grossman, 1976). Se encargan de cubrir y rellenar espacios
inaccesibles al material de relleno principal, al igual que los espacios que quedan entre un cono
de gutapercha, irregularidades del conducto radicular, los conductos laterales y accesorios, y
los espacios que quedan entre las puntas de gutapercha usadas en la compactacion lateral.
Los cementos selladores actian ademas como lubricantes durante el proceso de obturacion
(Kenneth y Louis, 2011; Tyagi et al., 2013).

Grossman (1976) enumer6 11 requisitos que debe reunir un cemento sellador 6ptimo
de conductos radiculares, a los que Ingle y West (1994) afiadieron dos mas. Pueden citarse,

por tanto, los siguientes requisitos:



1. Debe ser pegajoso, una vez mezclado, para adherirse tanto al material de nucleo
como a las paredes de la dentina.

2. Ha de proporcionar un sellado hermético a los conductos radiculares obturados.

3. Conviene que sea suficientemente radiopaco para poder visualizarse en las
radiografias.

4. Las particulas del cemento deben ser muy finas para poder mezclarse bien con el
liquido.

5. No debe contraerse al endurecer o fraguar.

6. Es conveniente que no tifia los tejidos dentales.

7. Debe ser bacteriostatico.

8. Debe fraguar con suficiente lentitud, para poder realizar la técnica de obturacion con
los ajustes necesarios.

9. Ha de ser insoluble en los fluidos histicos.

10. Debe ser biocompatible, es decir, bien tolerado por los tejidos vitales.

11. Tiene que poder solubilizarse en los solventes habituales, para poder eliminarlo de
los conductos radiculares si fuera necesario (Grossman, 1976).

12. No ha de generar una reaccion inmunitaria al ponerse en contacto con el tejido
periapical.

13. No debe ser mutagénico, ni carcinogénico. (Ingle et al., 1994)

Tipos cementos selladores

El grado de citotoxicidad de los cementos selladores depende de la composicion
qguimica y de las propiedades fisicas de los mismos (Zimmerman et al., 1989) por lo tanto, la
eleccion del cemento sellador puede estar directamente relacionada con el prondstico del
tratamiento endoddntico (José y Goldberg, 2002; Anusavice et al., 2004; Kenneth y Louis,
2011).

Oxido de zinc y eugenol




Rickert y Dixon (1931) introdujeron uno de los primeros cementos selladores con Oxido

de Zinc Eugenol, estos han dominado los ultimos 70 a 80 afios.

Nombres comerciales como, Pulp Canal Sealer (Kerr, Scafati, Italia) contiene en polvo:
Oxido de Zinc (sin arsénico) 34%, Plata (molecular) 25%, Oleorresinas 30% y Yoduro de timol

11%, y en liquido: Aceite de clavo de olor 78% y Balsamo de Canada 22% (Biven et al., 1972).

Estos cementos selladores presentan varias consecuencias como la reabsorcion si
pasan a los tejidos periapicales (Augsburger y Peters, 1990), un tiempo de fraguado largo, se
contraen al fraguar, se pueden disolver (Kazemi et al.,1993; Peters, 1986) y pueden tefir la
estructura dental (Van der Burgt et al., 1986; Davis et al., 2002). Una ventaja de los cementos
selladores de este grupo es su actividad antimicrobiana (Barkhordar, 1989; Al-Khatib et al.,1990;
Heling y Chandler, 1996; Mickel et al., 2003), pero también exhibiran cierta toxicidad cuando se
coloca directamente sobre los tejidos vitales (Friedman et al., 1995; Schéafer y Zandbiglari,
2003).

Base de resina

El prototipo fue desarrollado hace 50 afios por Andre Schroeder en Suiza (Schroeder,
1954), proporcionan adhesion y no contienen Eugenol (Pallares et al., 1995).

Estos selladores hidrofobos se usan sin ningun tratamiento de la superficie de la dentina
o adhesivo dentinal y-son capaces de activar grupos amino expuestos en el colageno para
formar enlaces covalentes (Al-Khatib et al., 1990). La resistencia de la unién a la dentina de AH
Plus se ha reportado que es incluso mayor en comparacién con los selladores con base de

resina de endurecimiento dual (Spangberg et al.,1993; Koch, 1999).

El AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania) es una férmula modificada del AH-
26 que no libera formaldehido (Leonardo et al., 1999). Su composicion, de pasta epoxica:
Resina Epoxica, Tungtenato de calcio, Oxido de Zirconio, Aerosol y Oxido de Hierro y pasta

amina: 1-adamantano amina, N, N'-dibencil-5-oxa-nonandiamina-1,9, TCD-Diamina. Tungsteno



de Calcio, Oxido de Zirconio, Aerosol y Aceite de silicon. Tiene un tiempo de trabajo de unas 4

horas y de fraguado de 8 horas (Kenneth y Louis, 2011).

Biocerdmicos

Recientemente, se han introducido nuevos selladores endodonticos a base de Silicatos
de Calcio, tales como MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brasil). Segun el fabricante, se
compone de pasta base: Resina Salicilato, Resina Natural, Tungstato de Caélcio, Silica
Nanoparticulada, pigmentos; y pasta catalizadora: Resina Diluente, Mineral Trioxido Agregado,

Silica Nanoparticulada, pigmentos (Flores et al., 2011).

Su composicién después de la mezcla es basicamente MTA, resina Salicilato, resina
natural, Oxido de Bismuto y Silice. También se afirma por el fabricante que MTA Fillapex tiene
una excelente radiopacidad, facil manejo y buen tiempo de trabajo (Zoufan et al., 2011). MTA
Fillapex mostré un tiempo de trabajo de 23 min y un tiempo medio de fraguado de 130 min (2
horas y 10 minutos), con una variacion de + 10 minutos (Moreira, 2010).

Estos selladores endoddnticos recientemente introducidos (MTA Fillapex y BC Sealer)
contienen Silicato de Calcio, que es biocompatible (Gong et al., 2014) y reacciona con el agua
para generar una fase de Hidrato de Silicato de Calcio durante el fraguado (Darvell y Wu, 2011).
El desarrollo de nuevos tipos de selladores endodonticos 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 adecuadas incluyendo la tasa de flujo, la capacidad

de sellado, la manipulacién y fraguado mas rapido (Morgental et al., 2011; Salles et al., 2012).

BioRoot RCS (Septodont, St. Maur-des-Fosses, Francia) ha sido desarrollado
especificamente para cemento sellador, a base de Silicato Tricalcico. Es un cemento sellador
de conductos radiculares mineral bioactivo, basado en la innovadora tecnologia de Biosilicato
Activo (Active Biosilicate Technology) patentada por Septodont, que contiene microagregados

minerales. BioRoot RCS ofrece las siguientes propiedades:

* Formulacién con minerales de alta pureza y libre de monémeros.



* Formacién de hidroxiapatita en la interfase diente-sellador y mineralizacion de la
estructura dentinaria.

+ Antimicrobiano.

* Hermético.

* Radiopaco.

 Facil manipulacion.

* Puede retirarse.

Segun el fabricante, este material se presenta como un polvo y un liquido. El polvo se
compone de Silicato Tricélcico, Oxido de Zirconio (para radiopacidad) y excipientes. La solucién
acuosa se hace de Cloruro de Calcio y Policarboxilato presenta un tiempo 6ptimo de trabajo de

10 minutos y un tiempo maximo de fraguado de 4 horas (Camps et al., 2015).

Materiales basados en Silicato Tricalcico se reconocen como materiales bioactivos a
través de su capacidad para inducir la formacion de tejido duro tanto en la pulpa dental y el
hueso (Camps et al., 2015).

[11.3 Interaccién con tejidos periapicales

La reaccion de los tejidos periapicales después del tratamiento de conductos
radiculares y/o la obturacion puede estar influida por varios factores, incluyendo enfermedad
preexistente, la eliminacion de tejido de la pulpa, la conformacién y la limpieza del sistema de
conductos radiculares, la infeccion bacteriana, la técnica de obturacién y la naturaleza quimica

del cemento sellador endodontico (Block et al., 1976).

Los cementos selladores estan disefiados para el contacto directo con los tejidos
vitales. Aunque el area de contacto es pequefa, siempre hay preocupacion sobre las reacciones
adversas por el tejido lo que puede afectar a los procesos de curacion en los tejidos periapicales

y retrasar la resolucion de las lesiones (Langeland, 1974; @rstavik, 2005).
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Al momento de realizar un tratamiento de conductos radiculares, el operador esta
expuesto a cometer errores que tienen como consecuencia el comprometer el prondstico del
diente tratado. Estos errores pueden ser cometidos durante el acceso al diente, la
instrumentacion o la fase de obturacién del conducto radicular como la sobreobturacion o

extruccion de cementos selladores (Duigou, 2004).

Se ha demostrado que todos los materiales de obturacién empleados en endodoncia
presentan cierto grado de citotoxicidad (Lin et al., 1991). Por lo anterior, en casos de
sobreobturacion se produce una irritacion quimica a nivel de los tejidos periradiculares que se
traduce en una inflamacion aguda de caracter transitorio, que puede persistir (inflamacion

cronica) dependiendo de las caracteristicas quimicas del material utilizado (Nair, 2004).

Respuesta inmuno- inflamatoria

La produccion de citocinas por células mononucleares desempefia un papel central en
las respuestas inflamatorias destructivas y cicatrizacion de heridas en el 4pice radicular
(Brackett et al., 2011; Brackett et al., 2009).

Las citocinas son polipéptidos o glucoproteinas extracelulares, hidrosolubles,
intervienen en la comunicacion intercelular con un amplio espectro de propiedades
inflamatorias, hematopoyéticas, metabdlicas e inmunomoduladoras, junto con sus receptores
asociados forman una compleja red funcional de estricto control biolégico (Bascones y Moles,
2003; Gorska et al., 2003). Actuan regulando las células endoteliales y las moléculas de
adhesién leucocitarias, hecho imprescindible para que los leucocitos abandonen los vasos
sanguineos 'y se infiltren en los tejidos circundantes. En tejidos clinicamente sanos, se ha
observado la presencia en baja concentraciones de citocinas proinflamatorias como Interleucina
1 Beta (IL-1R), Interleucina 6 (IL-6) y TNF-a, ya que la concentracion de citocinas debe ser
adecuada para mantener la homeostasis de los tejidos (Okada y Murakami, 1998; Pezelj-Ribaric
et al., 2002). Sin embargo, las citocinas proinflamatorias e inmunorreguladoras en condiciones
patolégicas puede presentar un desequilibrio y adoptar patrones proinflamatorios destructivos

como periodontitis apical (Coli¢ et al., 2009; Dongari-Bagtzoglou y Ebersole, 1996).
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La liberacion de citocinas puede ser desencadenada de forma directa mediante
contacto antigénico o indirecta mediante moléculas de sefializacibn expresadas por células
inmunes antigeno-reactivas (Dongari-Bagtzoglou y Ebersole, 1996; Elias et al.,1992). La
induccion de mediadores primarios tales como Interleucina 1 (IL-1) o TNF estimula la produccion
de mediadores secundarios, incluyendo las quimioguinas, que actlan como citocinas
guimiotacticas. Esto produce una amplificacion de la respuesta inflamatoria, la inducciéon de
enzimas que degradan el tejido conectivo y la reabsorcion 0sea por parte de los osteoclastos.
También se ha discutido el impacto de las citocinas sobre la muerte celular programada o
apoptosis de los fibroblastos, ya que la pérdida de dichos fibroblastos puede limitar la reparacion

del tejido conectivo dafiado (Graves et al., 2001).

I11.4 TNF-a en endodoncia

El TNF fue descubierto por el cientifico Lloyd, el cual describi6é su capacidad de inducir,
in vivo e in vitro, la necrosis de algunos tumores de ratébn que se podria atribuir a un factor
(identificado rapidamente como una proteina) presente en la sangre después de la inyeccion de
Lipopolisacaridos (LPS) (Old, 1985; Vassalli, 1992). La superfamilia de TNF esta formada por
20 proteinas o ligandos, entre los que se incluye TNF-a cuya accion principal se desarrolla en
el sistema inmune, modulando tanto la inmunidad innata como adquirida, aunque también se

han descrito funciones no inmunolégicas (Locksley et al., 2001).

Su principal funcion es el reclutamiento y estimulacion de neutréfilos y células
mononucleares, junto con la induccion y regulacion de mediadores de la inflamacion, ya que
desempefia un importante papel en la proteccion frente a la infeccion bacteriana (Gamble et al.,
1985). A pesar de su vida media plasméatica sea de 20 minutos, es suficiente para provocar
cambios metabdlicos y hemodindmicos importantes, y activar distalmente otras citocinas (Curfs
et al,, 1997; Raeburn et al., 2002).

TNF-a es una citocina proinflamatoria e inmunomoduladora producida por un amplio

espectro de células como mononucleares, macréfagos, linfocitos B y T, naturales Killer (NK),
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asi como células no pertenecientes al sistema inmune como fibroblastos y queratinocitos. El
aumento de su sintesis se ha detectado en periodontitis, y esta asociado a la destruccion y
reabsorcion O0sea (Artese et al., 1991; Gemmell et al., 1997; Page et al.,, 1997; Safavi y
Rossomando, 1991; Tyler et al., 1999). Para prevenir una respuesta inflamatoria excesiva que
conlleve a la destruccion tisular la actividad de TNF-a debe ser regulada. Esta actividad se lleva
a cabo gracias a las citocinas antiinflamatorias, como IL -10, IL-4 y las formas solubles de sus
receptores. Estas citocinas antagonistas o inmunoreguladoras inhiben la union del ligando con
los receptores por concurrencia competitiva, bloqueando su accion e impidiendo su desarrollo

de sefalizacion intercelular (Stewart y Marsden, 1995).

Se ha evaluado la presencia de TNF-a en granulomas apicales y quistes radiculares
(Artese et al., 1991), asi como en pulpas sanas, en pulpitis irreversibles, que a medida que
avanza la inflamacién hacia un proceso de necrosis pulpar, disminuye la concentracion de dicha
citocina (Pezelj-Ribaric et al., 2002). Dentro de las lesiones periapicales también se ha evaluado
la presencia de TNF, relacionado la concentracibn con las caracteristicas clinicas y
radiograficas distintivas de estas lesiones periapicales (de Brito et al., 2012; Kawashima y
Stashenko, 1999; Mérton y Kiss, 2014; Stashenko et al., 1998).

Se ha considerado TNF como criterio para probar la citotoxicidad de selladores
endodonticos por la induccién de oxigeno y nitrégeno reactivos intermedios por los macrofagos,
resultando que entre mayor es la cantidad de TNF-a, mayor sera el efecto citotoxico local

inmediato (Zimmerman et al., 1989; Aggarwal et al., 1985).

[1l.5 Ensayo-de inmunoadsorcién de enzimas (ELISA)

Es un método analitico cuantitativo que muestra reacciones antigeno-anticuerpo a
través del cambio de color usando un conjugado ligado a enzima y la enzima sustrato que sirven

para identificar la presencia y concentracion de moléculas en fluidos biologicos o celulares
(Aydin, 2015).
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Moléculas de baja concentracion, tales como proteinas, hormonas, vitaminas y
farmacos muestran un alto nivel de especificidad contra anticuerpos o antigenos desarrollados
para ellos, esto se debe a que es casi imposible para un anticuerpo unirse a alguna otra
molécula que a su propio antigeno (Aydin, 2015; Leinikki et al., 1979). Por lo tanto, este método
puede ser usado para medir sustancias, incluso en concentraciones muy bajas con casi ningun

riesgo de interferencia (Aydin, 2015).

Esta técnica presente ventajas tales como; la larga vida atil de los reactivos utilizados,
siendo libre de radiacion y riesgos asociados con las sustancias de desecho, lo que permite el
analisis de multiples muestras en un periodo de tiempo corto para diagndstico e investigacion

de laboratorio a bajo costo (Aydin, 2015).
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IV. HIPOTESIS

IV.1 Hipotesis de trabajo

La concentracion de TNF-a producida por células mononucleares humanas estimuladas
por eluido de cemento sellador endoddntico BioRoot RCS sera menor que la estimulada porlos
cementos selladores Pulp Canal Sealer, AH Plus y MTA-Fillapex.

IV.2 Hipétesis nula

La concentracién de TNF-a producida por células mononucleares humanas estimuladas

por eluidos de cementos selladores endodonticos (BioRoot RCS Pulp Canal Sealer, Ah Plus y

MTA-Fillapex) sera similar para todos los casos.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Determinar el efecto del eluido de cemento sellador endodontico (BioRoot RCS, Pulp
Canal Sealer, AH Plus, o MTA Fillapex) sobre la produccidén de TNF-a en células mononucleares

humanas.

V.2 Objetivos especificos

1. Cuantificar la concentracion de TNF-a producida por células
mononucleares humanas estimuladas por eluidos de cementos selladores endodonticos
Pulp Canal Sealer, AH Plus, BioRoot RCS y MTA Fillapex

2. Comparar la concentracién de TNF-a producida por células mononucleares
humanas estimuladas por eluidos de cementos selladores endodonticos, Pulp Canal
Sealer, AH Plus, BioRoot RCS y MTA Fillapex.
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VI. MATERIAL Y METODOS
VI.1 Tipo de Investigacion
Estudio experimental in vitro.
V1.2 Poblacién

Cultivo de células mononucleares humanas, obtenido de sangre venosa de dos sujetos
sanos, expuestos a eluidos de cementos selladores endodonticos AH Plus (Dentsply), Pulp
Cabal Sealer (Kerr), MTA Fillapex (Angelus), y BioRoot RCS (Septodont).

VI.3 Tamafio de Muestra

2 placas de 24 pozos de cultivo, con 500,000 células mononucleares cada pozo. Se
distribuyeron para los 4 cementos selladores endodénticos y para el grupo control de
Lipopolisacaridos (LPS), asi como también de acuerdo a las horas de exposicion al eluido de
cada cemento sellador endodontico (3, 6, 12 y,24 horas).

VI1.3.1 Criterios de Seleccion

Criterios de Inclusidon del paciente donador de células mononucleares

Clinicamente sano, sin consumo de antiinflamatorios tanto AINES o esteroideos.

Criterios de Exclusion del paciente donador de células mononucleares

Personas que estén bajo tratamiento antimicrobiano, analgésico y antiinflamatorio.

Criterios de Eliminacion del paciente donador de células mononucleares

Personas que decidan retirar su muestra e informacion bioloégica obtenida del

experimento.

Criterios de Inclusion de los cultivos celulares
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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 algan dafio, contaminadas y/o mal

etiquetadas.
VI.3.2 Variables estudiadas

Independientes

Variable | Definicién conceptual Definicion Tipo de | Escala de | Unidad
operacional variable medicion de
medida
Medio de cultivo que | Mezcla segun
Eluido de | ha sido expuesto al cemento | el fabricante.
cemento |sellador y ha .absorbido | Elaboracion de | Cuantitativa | Continua pl
Sellador | compuestos quimicos que | eluidos.
BioRoot |son liberados después del
fraguado.
Medio de cultivo que | Mezcla segun
Eluido de |'ha sido expuesto al cemento | el fabricante.
cemento - | sellador y ha absorbido | Elaboracion de | Cuantitativa | Continua pl
Sellador | compuestos quimicos que | eluidos.
MTA son liberados después del
Fillapex | fraguado.
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Medio de cultivo que

Mezcla segun

Eluido de | ha sido expuesto al cemento | el fabricante.
cemento |sellador y ha absorbido | Elaboracion de | Cuantitativa | Continua pl
Sellador | compuestos quimicos que | eluidos.
Pulp son liberados después del
Canal fraguado.
Sealer
Medio de cultivo que | Mezcla segun
Eluido de | ha sido expuesto al cemento | el fabricante.
cemento |sellador y ha absorbido | Elaboracion de | Cuantitativa | Continua pl
Sellador | compuestos quimicos que | eluidos.
AH Plus | son liberados después del
fraguado.
Dependiente
Variable Definicién conceptual Definicién Tipo de | Escala de | Unidad
operacional variable medicién | de
medida
Cantidad de citocina | Cuantificacion
Concentracion. | secretada en cada pozo | TNF-a con el
TNF-a. de cultivo con células | Kit comercial | Cuantitativa | Continda | Pg/mL.
mononucleares ELISA ABTS de razon.
humanas y su | Prepotech®

cuantificacion.
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V1.4 PROCEDIMIENTO

Para el estudio la fase experimental se dividié en cinco fases:

Primera Fase.

Obtencion de células mononucleares humanas a partir de sangre venosa periférica de

un sujeto sano.

Toma de sangre por puncién venosa.

Se obtuvieron 25 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 procedio

a colocar el torniquete.

2-  Se desinfectdé la zona, y se procedid6 a la puncion ingresando la aguja

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

3- Posteriormente se introdujeron uno a uno 5 tubos Vacutainer® de 5 mL cada uno

y con anticoagulante, mismos que fueron etiquetados adecuadamente.

4-  Durante la toma del tltimo tubo, se quito el torniquete y se coloc6 un algodén sobre
la zona de puncién.-Se desech¢ tanto la aguja como el algodén en los contenedores adecuados,

y se pidi6 al sujeto que presione el algodén durante unos min.

Aislamiento de Células Mononucleares Humanas (CMN) por gradiente de Ficoll.

Las muestras de sangre fueron transportadas para su procesamiento a 37 °C.

El protocolo para el aislamiento celular fue el siguiente:
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1.- Con una pipeta seroldgica se colocaron 3 mL de Ficoll-1077 en un tubo cénico de
15 mL.

2. Se mezclé la muestra de sangre contenida en el Vacutainer® hasta homogeneizarla.

3. Se retird la tapa del Vacutainer® y con una pipeta seroldgica se dispensaron 5 mL
de sangre anticoagulada hacia un tubo coénico de 15 mL conteniendo 5 mL de buffer fosfato
salino (PBS), pH 7.4 estéril.

4. El tubo se homogeneiz6 por inversion.

5. Utilizando la misma pipeta serologica, se tomaron 10 mL de la mezcla de sangre y
PBS y se coloc6 cuidadosamente sobre la superficie del Ficoll-1077 sin perturbar la interfase
dispersando 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.

6. El tubo con la mezcla de Ficoll-1077, sangre y PBS se centrifug6 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

CMN de fondo redondo en la centrifuga y se centrifugaron a 760 RPM, 10 minutos.

7.- Se descart6 el sobrenadante por decantacion hacia una solucién de Hipoclorito de
Sodio (NaClO) al 0.5%.

8.- Se resuspendieron las CMN en el volumen remanente de PBS dando pequefios
golpes a la punta del tubo con el dedo indice. Se afor6 el tubo a 10 mL con PBS, pH 7.4

nuevamente y se homogeneizo por inversion.

9.- Se colocaron nuevamente los tubos de cultivo de fondo redondo en la centrifuga y

se centrifugaron a 760 RPM por 10 minutos.
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10. Se descart6 el sobrenadante por decantacion hacia una solucion de Hipoclorito de
Sodio (NaClO) al 0.5%.

11. Se resuspendieron las CMN en el volumen remanente de PBS dando pequefios
golpes a la punta del tubo con el dedo indice. Se agrego a cada tubo con CMN 1 mL de medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)

y se resuspendieron con golpeteo digital.

12.- Se realizo el conteo celular e identificacion de viabilidad celular, para esto, la
suspension de CMN se mezclé con una solucion al 0.4% de azul tripan 'y se coloco en un

hemocitdbmetro de Neubauer para posteriormente observarlas bajo microscopio invertido.

Segunda Fase.

Preparacion de Eluidos de los Cementos Selladores

Se utilizaron los siguientes selladores:

e AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania),

e Pulp Cabal Sealer (Kerr, Scafati, Italia),

e MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brasil), y

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

1.- Todos los selladores se mezclaron segun la instruccion de los fabricantes. 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 se pesaron tres veces y se registro el peso
promedio. Los pesos usados 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 agregé 1 mL de medio Roswell Park Memoaorial
Institute (RPMI) sin suplementos ni antibioticos.
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3.- La placa de cultivo con todos los cementos fue incubada a 37 °C y 5 % de CO2 por
24 horas.

4.- Una vez concluido el tiempo, se recupero6 el medio de cultivo (eluido) utilizando una
micropipeta, esta solucion se filtr6 y se centrifugé a 10,000 RPM durante 5 minutos y se

almacend a -20 °C hasta su uso.
Tercera Fase.

Estimulacion 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 960 pl de medio de cultivo celular RPMI suplementado con 10% SFB, 1% de
aminoacidos no esenciales y 1% de penicilina/estreptomicina y 40 ul de cada uno de los eluidos
0 40 ul de LPS para el caso de los controles.

3.- La placa se coloco6 en incubacion a 37 °C con 5% de CO2, durante los tiempos
establecidos (3, 6, 12 y 24 horas). Terminado el tiempo de incubacién, el sobrenadante fue
recuperado utilizando una micropipeta y colocado en microtubos 0.6 mL previamente

identificados. Todos los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis.
Cuarta Fase.

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se utilizé el Kit comercial ELISA ABTS Prepotech® para cuantificacion de TNF-a y su

correspondiente kit de soluciones amortiguadoras siguiendo las indicaciones del fabricante:

1.- Se diluyo el anticuerpo de captura en buffer fosfato salino (PBS) a una concentracion
de 1.0 pg/mL. Inmediatamente se agregaron 100ul a cada uno de los pozos de una placa de
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96 pozos proporcionada en el mismo kit. Se sell6 la placa y se incub6 durante toda la noche a

temperatura ambiente.

2. Al dia siguiente, se aspiré cada uno de los pozos para remover el liquido y se lavo

cada uno cuatro veces utilizando 300 ul de solucion de lavado en cada ocasion.

3.- Se diluyd la solucion estandar desde 1ng/mL a cero utilizando solucién diluyente e
inmediatamente se agregaron 100 pl de la solucién estandar o de cada una de las muestras en

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

5.- Se aspir6 y lavé la placa cuatro veces y se diluyd el anticuerpo en diluyente a una
concentracion de 0.50 pg/mL.

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

2 horas.

7.- Se aspird y lavo cada pozo cuatro veces y se diluyé la alicuota de 5.5 pl de Avidin
Peroxidasa en una proporcion 1:2000.en diluyente para obtener un volumen total de 11 mL y

se agregaron 100 pl a cada pozo.

8.- La placa se incub6 durante 45 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se

aspird y lavo cada pozo cuatro veces.

9.- Se agregaron 100 pl de solucion de ensayo de decoloracion con el radical catidnico

(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 llevo a un lector de placas

programado a 405 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 analisis.
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VI.5 Andlisis estadistico

Se realiz6 la importacion de valores de absorbancia a una base de datos de Excel, en
donde se analizaron. Se calcularon medias, desviaciones estandar y se obtuvieron rangos,
ademas de realizar gréficas. El andlisis estadistico se realizo utilizando el software Grap Pad
Prism. Se aplicé el ANOVAYy la prueba post hoc de Tukey. Se consider6 significancia estadistica

cuando p fue < 0.05.

V1.6 Consideraciones éticas

Para el desarrollo de este trabajo de investigacién se obtuvo el consentimiento
informado de un sujeto sano que don6 25 mL de sangre periférica venosa. La extraccion de
esta sangre se realiz6é 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 biologicos e infecto-contagiosos

derivados de esta investigacion se desecharon en contenedores adecuados para ese fin.
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VII. RESULTADOS

No existieron diferencias (p> 0.05) al comparar la concentracion del TNF-a producida
por los diferentes eluidos en ninguno de los periodos estudiados. Por otro lado, se puede
observar que, con todos los eluidos evaluados, incluido en el control, existi6 una mayor
produccién de TNF-a a las 3 horas de exposicion, esta concentracion fue disminuyendo
notablemente a las 6 horas y después a las 12 horas (p< 0.05). Sin embargo, para las 24 horas

se pudo observar que la produccién fue muy similar (p>0.05) en comparacién con lo registrado

a las 12 horas (Gréfica 1).

Grafica 1. Concentracion de TNF-a inducida por la exposicion a
los eluidos de los 4 cementos selladores.
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VIII. DISCUSION

Ricucci y Loghin (2016) en un estudio retrospectivo evaluaron los casos de extrusiones
apicales no intencionales de cementos selladores; encontraron que ninguno de ellos es capaz
de influir en el resultado del tratamiento, independientemente del tiempo de absorcion o
degradacion del mismo. Otros estudios, no muestran influencia del tipo de cemento sellador en
el resultado del tratamiento (Drstavik et al., 2004; Waltimo et al., 2001), estando en consonancia
con resultados similares a los de la presente investigacion in vitro que tuvo como objetivo
cuantificar la concentracion de TNF-a producida por células mononucleares humanas
estimuladas por eluidos de cementos selladores endoddnticos con. diferente composicion
quimica como Pulp Canal Sealer, AH Plus, Bio Root RCS y MTA Fillapex para valorar la
respuesta inmuno-inflamatoria, mismos resultados sin diferencias significativas entre la

composicién quimica.

Aungue la presencia extrarradicular del material de relleno endodontico puede no estar
directamente asociado con la enfermedad post-tratamiento de endodoncia, se ha sugerido que
la presencia de selladores endoddnticos en los tejidos periapicales puede retrasar el proceso
de curacién en los dientes con periodontitis apical (Ricucci y Loghin, 2016), sin embargo, con
el presente estudio no se puede determinar si la concentracion de TNF-a impacta en las
reacciones biolégicas ya que estas actla en interaccion con otras citocinas tanto

proinflamatorias como antiinflamatorias.

Previos estudios donde se usaron diferentes disefios experimentales confirmaron que
la citotoxicidad de los selladores endodonticos disminuye con el tiempo, pues la mayoria de los
selladores pierden sus componentes irritantes y se vuelven relativamente inerte (Brackett et
al.,.2008; Pinna et al., 2008; Langeland, 1974; Spangberg y Haapasalo, 2002). En el presente
estudio se observo que en todos los grupos hubo una mayor produccion de TNF-a a las 3 horas
de exposicion, disminuyendo de forma significativa a 6 y 12 horas, hasta las 24 horas,

disminuyendo la respuesta al haber transcurrido mayor tiempo de exposicion.
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En estudios donde se utilizaron cementos selladores endodonticos recién mezclados
demostraron que son uniformemente citotdxicos in vitro (Brackett et al., 2008, 2010), mostrando
un cambio en la expresion de mediadores inflamatorios dificiles de medir (Brackett et al., 2009;
Heil et al., 2002; Wataha et al., 2004). Por lo anterior, en el presente estudio se realizaron
eluidos de diferentes cementos selladores endodonticos mezclando cada uno como lo indica el
fabricante, hasta su fraguado, obteniendo finalmente eluidos, técnica relevante para la
expresion de citocinas utilizada anteriormente por Jung et al., (2018b) donde evaluaron el efecto
de un cemento sellador endododntico a base de resina Epdxica (AH-Plus), uno que contiene
Eugenol Oxido de Zinc (Pulp Canal Sealer) y dos que contienen base Silicato de Calcio (MTA

Fillapex y BioRoot-RCS), sobre los osteoblastos humanos primarios (HOB).

La produccion de citocinas por células mononucleares desempefia un papel central en
las respuestas inflamatorias destructivas y de cicatrizacion de heridas en el 4pice radicular. Los
selladores de endodoncia afectan a este proceso importante sobre las citocinas, sin embargo
es poco conocido (Brackett et al., 2011). Brackett et al., (2009) se focalizaron en la capacidad
de los selladores endodonticos para estimular la produccién de citocinas a partir de monocitos.
Se evalud la citotoxicidad in vitro de monocitos y las respuestas inflamatorias a varios selladores
endoddnticos, AH-Plus, Pulp Canal Sealer, Resilén, Endo-Rez y un experimental Endo-Rez.
Los colocaron inicialmente en solucion salina durante 12 semanas para simular el uso in vivo,
después los especimenes fueron colocados en contacto directo con los monocitos de linea
derivada de un paciente con leucemia monocitica aguda (THP1) durante 72 horas y se midio
su citotoxicidad (MTT) y la capacidad de inducir o de suprimir la expresion de citocinas (ELISA;
TNF-a, IL-1b, IL-56). Los resultados sugieren que los selladores endodénticos comunes no
activan la expresion-monocitica de TNF-a, IL-1b, y IL-6 in vitro por si mismas, pero los productos
de degradacion de los selladores pueden suprimir la activacion de los monocitos, lo que sugiere
gue estos materiales solo representan un riesgo relativamente bajo de respuestas inflamatorias
cronicas, concordando con este estudio en los que utilizamos cementos selladores de
composicion quimica similar a base de resina Epoxica e Oxido de Zinc con Eugenol, no
existiendo diferencias significativas entre la composicion quimica de los cementos, ademas la

expresion de TNF-a fue descendiendo en el trascurso de las horas, disminuyendo la capacidad
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de generar inflamacion croénica, sin embargo es complicado deducir la actividad biolégica de

modelos in vitro al rendimiento clinico y este trabajo no es una excepcion.
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IX. CONCLUSIONES

El presente estudio in vitro mostré que todos los cementos selladores evaluados
estimularon la produccion de TNF-a sobre todo a las primeras 3 horas de exposicion,
disminuyendo la concentracién a 6 y 12 horas, sin embargo a las 12 y 24 horas se observo una

produccién similar.

Al comparar los resultados obtenidos en relacion a la composiciéon quimica de los
cementos selladores evaluados no existio diferencias estadisticamente significativas, por lo que
la composicion quimica del cemento sellador puede no influir en respuesta inflamatoria o de
reparacion de tejidos periapicales, como se esperaba en el estudio, sin embargo los datos

obtenidos son insuficientes para determinar parametros clinicos y hiologicos.

Las reacciones bioldgicas inmuno-inflamatorias en relacién con las citocinas son
conocidos y bien aceptados, sin embargo, en endodoncia se desconoce si influyen en el
resultado final del proceso cuando hay o no lesion periapical, si retrasa o no la cicatrizacion y si
el dolor postoperatorio puede ser causa aislada solo de la extruccion de cemento sellador

endodontico.
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X. PROPUESTA

Se propone realizar lineas de investigacion con diferentes tipos celulares que estén en
relacion con la respuesta biolégica de los tejido periapicales, como fibroblastos, osteocitos o
macrofagos, para valorar la biocompatibilidad y su respuesta inflamatoria o de cicatrizacion, con
nuevas marcas comerciales de cementos selladores endoddnticos, aumentando el numero y
tipos de proteinas a cuantificar, tanto citocinas pro-inflamatorias como anti-inflamatorias
proponiendo conocer mas a fondo la interaccién en conjunto de estas. Incluyendo métodos
mediante eluidos y de contacto directo de los cementos selladores simulando eventos clinicos,

valorando los resultados con ensayos MTT, ensayos ELISA, citometria de flujo o ARN.
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