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RESUMEN

El tratamiento de conductos es el procedimiento mas eficaz y conservador en caso de
qgue los érganos dentarios se encuentran afectados de una manera irreversible Este
consiste en la eliminacion del tejido vital o necrético, conformacion de los conductos
radiculares y la obturacién de estos. Es muy comin que los subproductos de los
cementos selladores endodonticos o el mismo entre en contacto intimo o directo con los
tejidos periapicales lo que pudiendo desencadenar algun tipo de respuesta celular,
ocasionando dolor y molestia en los pacientes; por lo cual es de suma importancia
conocer el efecto de estos cementos selladores endoddnticos con la finalidad de elegir
materiales que posean mayor biocompatibilidad. Objetivos: Determinar que cemento
sellador endoddntico induce una mayor produccion de IL-8 en células mononucleares
humanas in vitro expuestas a cuatro cementos selladores endodénticos (BioRoot RCS
®, MTA Fillapex ®, Pulp Canal Sealer ® Ah- Plus ®). Material y métodos: Se
estimularon células mononucleares humanas con eluidos obtenidos de los diferentes
cementos selladores. Se recupero6 el sobrenadante de los cultivos a las 3, 6, 12y 24
horas de estimulacion y se utilizé la técnica de ELISA para cuantificar la produccion de
IL-8 en el medio. Resultados: Los CSE AH-Plus ® y Pulp Canal Sealer ® estimularon la
mayor produccion de IL-8. Mientras que los cementos selladores endoddnticos MTA
Fillapex ® y BioRoot RCS ® se registrd un incremento de ambos a las 12 y 24 horas,
pero sin una diferencia significativa entre ellos (p<0.05). Conclusiones: En general,
todos los eluidos estimularon a la produccion de IL-8. Sin embargo, el Pulp Canal Sealer
® indujo la produccién de la citocina en menos grado, mientras que los cementos

selladores endodoénticos AH Plus ® y MTA Fillapex ® fueron los que mas estimularon.

Palabras clave: IL-8, cementos selladores endodoénticos, células mononucleares
humanas, ELISA.



SUMMARY

The endodontic root canals are the most effective and conservative treatment. Used in
case if the dental organs are damaged in an irreversible way. This procedure consists in
the elimination of necrotic or vital tissue, conformation of the root canals and the
obturation of these. It is very common, that the by-products of the CSI or the same gets
in contact in an intimate or direct contact with the periapical tissues, that can cause any
kind of a cellular answer, causing pain and inconvenience in patients. Thus, it is very
important to know the effect of the CSE, with the goals to chose materials that have more
biocompatibility. OBJECTIVES: Determine that the CSE induce to a higher production
of the IL-8 in human mononuclear cells in vitro, exposed to four CSE (BioRoot RCS ®,
MTA Fillapex ®, Pulp Canal Sealer ®, Ah-Plus ®). MATERIAL AND METHODS: Human
mononuclear cells got stimulated with eluted obtain from different sealing cements. The
supernatant recovered from the crops after 3, 6, 12'y 24 hours of the stimulation and it
was used ELISA to quantify the production of the IL-8 in the environment. RESULTS:
The CSE AH-Plus and Pulp Canal Sealer, stimulated the higher production of IL-8. In the
other hand, CSE MTA Fillapex ® and BioRoot RCS ®, both got an increase between 12
and 24 hours, without a significant difference between them (p<0.05). CONCLUSIONS:
In general, all the eluted stimulated the production of IL-8. However, the Pulp Canal
Sealer, induced the production of cytokine in a minor grade. While the CSE AH Plus ®

and MTA Fillapex ® were the ones that stimulated the most.

KEY WORDS: IL-8, endodontic sealing cements, mononuclear cells.
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Abreviaturas y siglas

ELISA 5;1;%/;)5 de inmunoadsorcién ligado a
IL-4 Interleucina 4

IL 6 Interleucina 6

IL 8 Interleucina 8

CMH Células mononucleares Humanas

MTA Mineral triéxido agregado

ZOE Oxido de zinc y eugenol

CSE Cemento sellador Endodontico




I. Introduccién

La Endodoncia se define como el campo de la odontologia que estudia la morfologia de
la cavidad pulpar, la fisiol6gica y patologia de la pulpa dental; asi como el tratamiento
de las alteraciones pulpares y de sus repercusiones sobre los tejidos periapicales tales
como las infecciones, evitando dolor y dafios irreversibles que provoquen la extraccion
del 6rgano dentario. De ahi la importancia de esta rama de la odontologia que tiene
como obijetivo final la preservacion y restauracion dentaria tratada a su forma y funcién
correcta dentro del aparato masticatorio, en un estado de salud (Wong et al.,2014;
Baziar et al.,2014; Siqueira y Rocas 2008).

Se calcula que aproximadamente el 85% de todas las urgencias dentales a nivel mundial
son el resultado de una enfermedad pulpar (pulpitis irreversible sintomatica y/o
asintomatica) o periapical (periodontitis apical sintomatica y/o asintomatica, absceso
cronico o agudo) y que se necesita realizar una extraccion dental o bien un tratamiento
endododntico para aliviar los sintomas. (Cohen y Hargreaves, 2008); Este ultimo esta
indicado cuando la pulpa esta inflamada o necrotica, provocando su extraccion o bien
manteniéndola bajo tratamientos conservadores (Rodriguez, 2016). A la fecha se han

dividido principalmente en dos tratamientos o grupos (Goldberg, 2002).

1.-Tratamientos conservadores: Enfocados en proteger la pulpa de forma indirecta y
directa, el curetaje pulpar y la pulpotomia que tienen por objetivo primordial conservar

la pulpa dental o-parte de ella, viva y en condiciones funcionales.

2.- Tratamientos radicales: Engloba la pulpectomia y el tratamiento de conductos,
ambos procuran conservar los dientes cuya pulpa se encuentra afectada y esta no

puede reparase o ha perdido la capacidad de mantenerse con vitalidad.

El tratamiento de conductos: Es el procedimiento mas eficaz y conservador en caso de

gue los drganos dentarios se encuentran afectados de una manera irreversible
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(Torabinejad et al., 2005). Este consiste en la eliminacion del tejido vital o necrético,
conformacién de los conductos radiculares y la obturacion de estos, con una tasa de
exito funcional del 97% evaluando el tiempo de permanencia en boca, en funcion, con

o0 sin lesion periapical (Hilu, 2009).

Es de suma importancia seguir cada una de las fases que comprende el tratamiento de
conductos, que va desde la esterilizacion hasta la correcta obturacion tridimensional de
los conductos radiculares, para que de esta forma obtengamos el éxito que deseamos
en nuestro tratamiento. A continuacién, se mencionan cada una de las fases operatorias

gue deben seguirse en el tratamiento de conductos (Goldberg, 2002).

1.- Procedimientos preoperatorios

- Esterilizacion y desinfeccion del instrumental de uso endodoéntico

- Preparacion del paciente

- Anestesia

- Preparacion de la corona

- Aislamiento del campo operatorio

2.- Acceso al conducto radicular

- Apertura coronaria

- Limpieza de la cAmara pulpar

10



- Localizacion y preparacion de la entrada de los conductos radiculares

3.- Preparacién del conducto radicular.

4.- Medicacion intraconducto entre sesiones.

5.- Obturacién del conducto radicular.

Siendo esta Ultima fase operatoria la mas importante para el tratamiento; buscando
lograr la preservacion del diente como una unidad funcional sana (Giudice et al., 2016).

Obturacion del conducto radicular

De acuerdo con la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE), una obturacion se
define por el llenado impermeable a lo largo de todo el conducto radicular, lo mas
cercano posible de la unién cemento-dentina (Leonardo et al., 2009). Durante esta fase,
es importante considerar diversos aspectos que garantizan el éxito del tratamiento como
(Giudice et al., 2016):

eEvitar y prevenir la colonizaciéon y microfiltracion hacia los tejidos periapicales del
contenido del sistema de conducto radicular y también en sentido contrario, conseguido

mediante la realizacién de una buena técnica de obturacion.

eRadiograficamente el relleno debe extenderse lo mas cerca posible de la unién cemento-

dentina y observarse denso.

eUtilizar la minima cantidad de cemento sellador, el cual debe ser biol6gicamente

compatible al igual que el material de relleno sélido, y quimicamente entre si para
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establecer una unién de estos y asi un selle adecuado.

En esta fase del tratamiento de conductos requiere del uso de distintos materiales con
diferentes composiciones quimicas. Durante afios estos materiales se han ido
modificando y a la fecha los podemos clasificar en dos grupos principales (Cohen y
Hargreaves, 2008)

1.- Materiales solidos: En este grupo se encuentra la gutapercha y las puntas de plata.

2.- Materiales en estado plastico: Cementos Selladores endodoénticos (CSE) y pastas.

La mayoria de las técnicas de obturacion emplean-un nucleo central y CSE. Como
nucleo central el material mas utilizado es la gutapercha. Histéricamente, la gutapercha
ha demostrado ser el material de eleccion para el mejor llenado del conducto, desde la
corona hasta la porcién apical (Jang et al., 2010). La gutapercha puede presentarse en
tres formas distintas: dos formas estearicas cristalinas (a y ) y una forma amorfa o
fundida. Las tres forman parte de la obturacion de conductos radiculares (Leonardo at
al., 2009). En cambio, los CSE son necesarios para sellar el espacio entre la pared
dentinaria y el material obturador solido; ademas de llenan los huecos y las
irregularidades del conducto radicular, conductos laterales/accesorios, y los espacios
gue quedan entre las puntas de gutapercha, actia como lubricante durante el proceso

de obturacion (Cohen y Hargreaves, 2008).

Se menciona como una de las caracteristicas esenciales para un CSE Optimo es la
biocompatibilidad, donde se espera una baja respuesta inmune o irritante a los tejidos
periapicales. Esta particularidad depende completamente de la composicién quimica del
CSE.

En la actualidad, en el mercado odontologico existen muchos tipos y marcas con

diferentes componentes y, por ende, variadas propiedades fisicas, quimicas y
12



biolégicas; entre los que se encuentran:

1.-Cementos a base de resina epoxi.

2.- Cementos a base de hidréxido de calcio.

3.- Cementos a base de iondmero vitreo.

4 .- Cementos bioceanicos.

5.- Cementos a base de o0xido de zinc y eugenol.

Todas las caracteristicas y propiedades deben tomarse en cuenta para la seleccion del
cemento sellador. Los autores consideran que todos los CSE reconocidos por la ciencia
y la clinica como adecuados poseen cierto grado de toxicidad e irritacion cuando entran
en contacto con los tejidos periapicales (Goldberg, 2002); desencadenando una
respuesta inflamatoria aguda o cronica de los tejidos lo que provocara una cicatrizacion
tardia de la herida que se manifiesta como dolor y sensibilidad del area afectada (Nassri
et al., 2003).

Por tanto, se define a la inflamacion como una respuesta del sistema inmunolégico al
dafio causado a las células y tejidos vascularizados por accion de microorganismos
patdégenos y/o cualquier otro agresor de naturaleza biolégica, quimica, fisica o
mecanica, promoviendo la liberaciéon de un gran niumero de mediadores inflamatorios,
incluyendo una amplia variedad de citocinas producidas por distintos tipos celulares
como monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos, neutréfilos, células
endoteliales y fibroblastos (Robles G., 1967).

Las citocinas son polipéptidos reguladores que intervienen en la comunicacion
13



intercelular con una amplia gama de funciones relacionadas con el proceso inflamatorio.
Son producidas por diversos tipos de células en la region de la lesion y por células del
sistema inmunoldgico influyendo en la actividad, diferenciacion, proliferacion y sobrevida
de la célula inmune, asi como también regulan la produccién y la actividad de otras
citocinas, que pueden aumentar (proinflamatorias) o disminuir (antiinflamatorias) la
respuesta inflamatoria (Caio et al., 2011). La liberacidén de estas citocinas puede ser
desencadenada de forma directa mediante contacto antigénico o indirecta mediante
moléculas de sefializacion expresadas por células inmunes antigeno-reactivas (Elias.,
1997; Dongari., 1996; Harold et al. 2011).

Entre las citocinas consideradas proinflamatorias, tenemos las interleucinas IL-1, IL-2,
IL-6, IL-7, 1L-8 y FNT (factor de necrosis tumoral). Las antiinflamatorias son IL-4, IL-10,
IL-13 y FTCR (factor transformador de crecimiento ) (Garcia et al., 2006). Se menciona
a la IL-8 como una de las citocinas mas importantes por ser un potente quimioatrayente
y activador de neutrofilos (Baggiolini et. Al., 1989). Su funcién principal es la atraccion
de neutrdéfilos para que se fijen al endotelio para el inicio de la diapedesis. Ademas,
pueden atraer linfocitos T, queratinocitos, basofilos y posee actividad angiogénica. La
sintesis de esta interleucina esta descrita en monocitos, linfocitos T, células endoteliales,

células epiteliales, fibroblastos y neutrofilos (Baggiolini et al., 1994).

En la actualidad existe poca evidencia que describa los efectos de los CSE del conducto
radicular en la respuesta inmunoldgica mas especificamente en relacidén con la sintesis
de la IL-8 en tejidos periapicales de Organos dentarios que han sido sometidos a

tratamiento de conductos.
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II. ANTECEDENTES

Ricucci (2002) menciona que, aunque los selladores endodénticos estan disefiados para
usarse solo dentro del conducto radicular durante la terapia endoddntica, con frecuencia
se extruyen a través de la constriccion apical. Por lo tanto, a menudo se colocan en

contacto intimo con los tejidos periapicales durante periodos prolongados de tiempo.

David Coon (2006) sefial6 que la extrusion de cementos selladores endodontico puede
conducir a una disminucién en la tasa de recambio 0seo general y la presencia
persistente de lipopolisacaridos pueden contribuir el retraso en la cicatrizacion de la

lesion perirradicular.

Huang y Chou (2003) manifestaron que los materiales de obturacion endodontica
afectan la expresion de citoquinas; en su-estudio confirmaron que confirman que los
componentes de los CSE que se llegaban a filtran a los tejidos periapicales después de

periodos prolongados causaron reacciones toxicas moderadas o graves.

Fu-Mei Huang (2004) demostro que varios CSE del conducto radicular principalmente
los cementos a base de resina epoxi indujeron la expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-
2) en una linea celular osteoblastica jugando un papel muy importante en la patogenia

de la inflamacion. Asi como la activacion de ciertas citocinas como la IL-6 y IL-8.

Maria Ciasca et al. (2012) en el estudio que realizaron observaron que el MTA inducia
una capacidad de expresion de citocinas principalmente la IL-6 y | IL-1 al entrar en

contacto con los tejidos perirradiculares.

Sedigheh Khedmat et al., (2014) en su estudio demostro la citotoxicidad de los cementos
endoddnticos bioceramicos, en el que demostré que a pesar de que son materiales

considerados como biocompatibles indicen cierto grado de citotoxicidad en monocitos.
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Kuo-Wei Tai (2000) demostré en su estudio realizado en ratones que los CSE
histolégicamente inducian a una respuesta inflamatoria de la region periapical,
principalmente aquellos compuestos de resina epoxi debido a la liberacion de

formaldehidos durante el fraguado y la mezcla.

Huang y Tai (2002) mostraron que los selladores del conducto radicular a base de
resina, oxido de zinc y eugenol eran citotoxicos para cultivos primarios de células de
ligamento periodontal humanas. La sensibilidad de la toxicidad dependia de los
materiales probados y del sistema de cultivo celular utilizado. Resultando en una mejor
biocompatibilidad el cemento Sealapex ®. Concluyendo que la biocompatibilidad del
material de relleno es extremadamente importante porque la biocompatibilidad estimula
la reorganizacion de los dafos tejido apical que permanece en contacto directo con el

material.

Lodiene G et al. (2008) comprobo la toxicidad del CSE epiphany ® el cual es a base de
resina epoxi probando que recién mezclado mostro un efecto citotoxico de severo a
moderado, esto posiblemente relacionado deberse a la liberacion de mondémeros sin
curar y las condiciones de fraguado. Encontrando que los posibles efectos citotoxicos y

mutagénicos desaparecen una vez finaliza el proceso de endurecimiento.

Saziye Sari et al. (2007) el CSE AH- Plus ® extruido no previene la curacion periapical,

pudiendo ser un factor de retraso para la curacion de lesiones periapicales.

Schweikl y Schmalz (2000) mencionan que el CSE AH- Plus ® recién mezclado tiene
efectos mutogénicos y citotoxicos, estos efectos desapareceran una vez que se

complete el proceso de endurecimiento.

Dartar Oztan et al. (2003) informaron en su estudio que el CSE AH- Plus ® no es
citotoxico en condiciones in vitro siendo probados en fibroblastos de ratones y

fibroblastos de piel, ademas de no encontrar una diferencia significativa cuando se
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compararon con los CSE a base de silicona.

Khabbaz y Papadopulos (1999) han declarado que la curacién de las lesiones
periapicales no se ve afectado por la presencia de CSE en el tejido perirradicular, debido

a que causan un proceso inflamatorio en las células.
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I1l. FUNDAMENTACION TEORICA

Los CSE son necesarios para sellar el espacio entre la pared dentinaria y el material
obturador solido; ademéas de llenan los huecos y las irregularidades del conducto
radicular, conductos laterales/accesorios, y los espacios que quedan entre las puntas
de gutapercha, actia como lubricante durante el proceso de obturacion (Cohen y
Hargreaves, 2008). Las propiedades de un CSE ideal son las siguientes (Grossman y
Louis, 1981):

e Consistencia viscosa durante la mezcla para proporcionar buena adherencia a la
pared del conducto una vez fraguado.

e Proporcionar un sellado hermético.

e Ser radiopaco.

e No tefir la estructura dental.

e Ser bacteriostatico.

e Biocompatible.

e Ser insoluble en los tejidos tisulares.

e Ser soluble en un solvente comun.

Mientras que el Dr. Bergenholtz (2011) menciona que las propiedades ideales del

cemento sellador son:
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eTécnicos: Sin contraccion, no soluble en los liquidos tisulares, que su endurecimiento
no sea interrumpido por la presencia de humedad, buena adhesion y adaptacion a la
dentina o a los materiales combinados (puntas, selladores), sin poros y que no absorba
agua, sin decoloracién dental.

eBioldgicos: Sin problemas para la salud general o alergias en pacientes y en el
odontélogo, sin irritacion de tejidos locales, estéril, antimicrobiano y que provea la
estimulacion de los procesos de recuperacion periapical.

e Manipulacion: Radiopaco, endurecimiento en un tiempo adecuado, permitir tiempo

suficiente para la obturacion y para el control radiografico, facil de aplicar y eliminar.

La literatura menciona que una de la caracteristica esencial para un CSE 6ptimo es la
biocompatibilidad, donde se espera una baja respuesta inmune o irritante a los tejidos
periapicales. Esta particularidad depende completamente de la composicién quimica del

cemento sellador endododntico.

Tipos de cementos

En la actualidad, en el mercado odontologico existen muchos tipos y marcas con
diferentes componentes y, por ende, variadas propiedades fisicas, quimicas y

biologicas; entre los que se encuentran:

e Cementos a base de resina epoxi: Debido a sus caracteristicas positivas de
manipulacion, se ha utilizado extensamente como CSE; debido a que Fluye bien, se
adhiere a las paredes de dentina y tiene suficiente tiempo de trabajo (Jang et al., 2010).
La desventaja mas grande es el grado de toxicidad antes del fraguado. Nombres

comerciales: Ah- Plus, TopSeal, Thermaseal Plus (Cohen y Hargreaves, 2008)
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e Cementos abase de hidréxido de calcio: Se dice que estos CSE tienen un gran efecto
terapéutico debido a que contienen Ca (OH)2. Se piensa que el efecto antimicrobiano
del Ca (OH)2 se produce por su capacidad de liberar iones hidroxilo y por tener un pH
alto. Estos selladores tienen poca fuerza de cohesion. No existen pruebas objetivas de
gue un sellador de Ca (OH)2 proporcione ventajas para las obturaciones de los
conductos radiculares, ni de que tenga los efectos biolégicos deseables de la pasta de
Ca (OH)2. La unica desventaja de estos cementos es su alta solubilidad ante los fluidos
tisulares (Cohen y Hargreaves 2008). Nombres comerciales: CRCS — Calcibiotic Root
Canal Sealer, vitapex, sealapex.

e Cementos bioceramicos: Los CSE a base de bioceramicos solo han estado
disponibles para su uso en endodoncia durante los Ultimos treinta afios. Son materiales
ceramicos disefiados especificamente para uso médico y uso dental Incluyen alimina,
zirconio, vidrio bioactivo, ceramica de vidrio, hidroxiapatita y fosfatos de calcio. Estos
materiales se pueden clasificar en bioactivos o bioinertes. Los bioactivos, como vidrio y
fosfato de calcio, interactian con el entorno para favorecer el crecimiento de tejidos mas
duraderos y los materiales bioinertes, como la circona y la alimina, producen una
respuesta minima inmune exacerbada del tejido circundante, efectivamente sin efecto
biologico o fisiologico. Hay dos ventajas principales asociadas con el uso de materiales
bioceramicos como _selladores del conducto radicular; en primer lugar, su
biocompatibilidad y, en segundo lugar, los materiales bioceramicos contienen fosfato de
calcio que mejora las propiedades de fraguado de la bioceramica y da como resultado
una composicion quimica y cristalina estructura similar a los materiales de apatita de
hueso y diente, mejorando asi la unién a la dentina. Sin embargo, una desventaja
importante de estos materiales es la dificultad al retirarlos del conducto radicular una
vez que estan configurados para retratamiento endodontico. (Al-Haddad et al., 2016).

Nombres comerciales: Bioroot, MTA fillapex, MTA flow.

eCementos a base de 6xido de zinc y eugenol: En estos cementos por lo general se
emplea el eugenol como vehiculo para ayudar durante la mezcla. El polvo contiene

particulas finas de 6xido de zinc para potenciar el flujo de cemento. El tiempo de
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fraguado se ajusta para permitir un tiempo de trabajo adecuado. Estos CSE se prestan
con facilidad a la adicion de sustancias quimicas, y muchas veces se les afiade
paraformaldehido para obtener un efecto antimicrobiano aumentando su accion
antiséptica, ademas de resina o balsamo de Canada para mejorar la adherencia a la
dentina, y en ocasiones corticosteroides para suprimir las reacciones inflamatorias (Arai
et al., 2008). Histéricamente, el formaldehido se mezclaba en selladores endodonticos,
pero es un aditivo peligroso por el efecto toxico del eugenol que impide o retrasa la
curacion (Cohen y Hargreaves 2008). Nombres comerciales Pulp Canal Sealer,
EndoSeal, Bioseal.

Dentro de todas las propiedades de los cementos endodonticos que se mencionaron, la
biocompatibilidad juega un papel importante, ya que podria estimular el proceso de
reparacion de los tejidos periapicales o perjudicarlo, contribuyendo al fracaso del
tratamiento (Al-Haddad et al., 2016).

Biocompatibilidad de los cementos

Todas estas caracteristicas y propiedades deben tomarse en cuenta para la seleccion
del cemento sellador. Los autores consideran que todos los selladores endodonticos
reconocidos por la cienciay la clinica como adecuados poseen cierto grado de toxicidad
e irritacion cuando entran en contacto con los tejidos periapicales (Goldberg, 2002);
desencadenando una respuesta inflamatoria aguda o cronica de los tejidos promoviendo
la liberacion de un gran niumero de mediadores inflamatorios, incluyendo una amplia
variedad de citocinas (Robles Gil, 1967). Lo que provocara una cicatrizacion tardia de
la herida que se manifiesta como dolor y sensibilidad del area afectada (Nassri et al.,
2003).

Las citocinas representan un grupo multifuncional de sustancias mensajeras que
transportan informacién de una célula a otra, responsable de la induccién de varias

enzimas, pertenecen a una familia de proteinas secretadas por las células de inmunidad
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innata y adaptativa que median muchas de sus funciones. Se ha identificado mas de
100 miembros de la familia de citocinas y sus receptores especificos. Generalmente las
citoquinas pueden ser clasificadas como pro o anti-inflamatorias dependiendo de la via
en la que participen en la inflamacion; por ejemplo, en el grupo de las citoquinas pro-
inflamatorias tenemos la IL-1, TNF-ALFA, IL6 y la IL8, involucradas en la iniciacion y
amplificacion de los procesos inflamatorios, estas favorecen la expresion de moléculas
de adhesion (integrinas, selectinas y adherinas) para monocitos y neutrofilos,
permitiendo su posterior migracion tisular. Un grupo de citocinas, como son: IL8 tiene la
habilidad de incrementar la llegada de leucocitos al sitio de inflamacién via interaccién

con receptores acoplados (Grisham et al., 1999; Szekanecz et al., 2006).

Aunque la inflamacion suele ser dolorosa, es normalmente una respuesta reparadora;
coordinandose mediante sefiales que inician. el proceso; activan sensores
especializados que inician la produccion de mediadores especificos. Estos, a su vez,
alteran los estados funcionales de células, tejidos y 6rganos que son los efectores de la
inflamacion, de manera que permitan su adaptacion primero y reparacion después del
dafo (Caio Marcio et al., 2011). Es de suma importancia conocer las caracteristicas de
cada CSE y sus posibles secuelas a nivel periapical, debido a que en la actualidad es
muy importante no generar ninguna reaccion indeseada a los tejidos periapicales. Se
sabe que los CSE a base de 6xido de zinc y eugenol; cuando se colocan y entran
contacto con tejidos vivos, causan una respuesta inflamatoria de leve a severa (Arai et
al., 2008).

Desai y Chandler (2001) realizaron una revision de literatura de los CSE a base de
hidroxido de calcio para determinar las propiedades bioldgicas y caracteristicas fisicas
gue poseen, destacando que un factor muy importante es la biocompatibilidad, debido
a que los cementos inadvertidamente pueden extravasar a los tejidos periapicales;
mostrando que los CSE a base de hidroxido de calcio mostraron ser materiales con
efectos antimicrobianos variables y que la citotoxicidad que presentan parece ser menor
comparada con otros grupos de cementos ( Dartaret et al,. 2003). En cuanto a los CSE

a base de resina epoxi se les considera ligeramente irritantes para los tejidos
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periapicales cuando estos entran en contacto con dichos tejidos. Por su parte los
cementos bioceramicos se conoce que tienen una excelente biocompatibilidad con los

tejidos periapicales (Huang et al., 2002)
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IV. HIPOTESIS

IV.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Los CSE Pulp Canal Sealer ® y AH- Plus ® promoveran una mayor producciéon de IL- 8
en células mononucleares humanas in vitro en comparacién con los CSE BioRoot RCS
®, MTA Fillapex ®.

V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar que CSE induce una mayor produccién de IL-8 en células mononucleares
humanas in virto expuestas a cuatro CSE (BioRoot RCS ®, MTA Fillapex ®, Pulp Canal
Sealer ®, Ah- Plus ®).

V. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar la concentracion de IL-8 posterior a la estimulacion de CMH con eluidos

de cemento sellador BioRoot RCS ®.

e Cuantificarla concentracion de IL-8 posterior a la estimulaciéon de CMH con eluidos

de cemento sellador MTA Fillapex ®.

e Cuantificar la concentracion de IL-8 posterior a la estimulacién de CMH con eluidos

de cemento sellador Pulp Canal Sealer ®.

e Cuantificar la concentracién de IL-8 posterior a la estimulacion de CMH con eluidos
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de cemento sellador AH Plus ®.

e Comparar los valores de concentracion de IL-8 producida por las CMH estimuladas
con eluidos de cementos selladores BioRoot RCS ®, MTA Fillapex ®, Pulp Canal Sealer

® y AH Plus ®.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI. 1 DISENO

Experimental in vitro

VI.2 UNIVERSO

Cultivo de células mononucleares humanas expuestas a eluidos de CSE: AH- Plus
®, Pulp Canal Sealer ®, MTA Fillapex ® y BioRoot RCS ®.

V1.3 TAMANO DE LA MUESTRA

48 pozos de placas de cultivo de 24 pozos con 500,000 células cada uno. Cada
placa de 24 pozos con CMH procedentes de un individuo sano (dos individuos para
los 48 pozos). Divididos de acuerdo con el CSE y a los grupos control, asi como

también de acuerdo con las horas de exposicion al eluido de cada cemento.

V1.3.1 DEFINICION DEL GRUPO CONTROL

Grupo control positivo: 4 pozos estimulados con lipopolisacarido

Grupo control negativo: 4 pozos adicionados con medio de cultivo sin exposicion a

los cementos.
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VI.3.2 CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusién del paciente donador de monocitos: Clinicamente sano,

sin tratamiento de antiinflamatorios tanto AINES o esteroideos.

Criterios de Inclusién de los cultivos celulares: Cultivos celulares que cumplan

con viabilidad celular.

Criterios de Exclusion del paciente donador de monocitos: Personas que estén

bajo tratamiento antimicrobiano, analgésico y antiinflamatorio.

Criterios de Exclusiéon de los cultivos celulares: Cultivos que no cumplan con

criterios de calidad.

Criterios de Eliminacion del paciente donador de monocitos: Personas que

decidan retirar su muestras e informacion biolégica obtenida del experimento.

Criterios _de Eliminacién de los cultivos celulares: Todas las muestras que

durante el procesamiento sufrieron alguin dafio, contaminadas y/o mal etiquetadas.
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VI.3.2 VARIABLES ESTUDIADAS

Independiente

Variable Definicién Definicién Tipo de | Escala Unidad
conceptual operacional | variable de de
medicién | medida
Medio de | Mezcla del
cultivo que ha | cemento
sido expuesto | sellador
Eluido al cemento | segun ul
Cemento | sellador y ha | fabricante.
Sellador | absorbido Elaboracion
BioRoot | compuestos de Eluidos Cuantitativa | Continua
® quimicos que
son liberados
después del
fraguado.
Medio de
cultivo que ha
sido expuesto
al cemento | Mezcla  del
sellador y ha | cemento
absorbido sellador
Eluido compuestos segun Cuantitativa | Continua | ul
Cemento | Quimicos que | fabricante.
Sellador | son liberados | Elaboracion
MTA después  del | de Eluidos
Fillapex | fraguado.
®
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Eluido Medio de | Mezcla  del
cultivo que ha | cemento
sido expuesto | sellador

Cemento | al cemento | segun

Sellador | sellador y ha | fabricante.

Pulp absorbido Elaboracion

Canal compuestos de Eluidos Cuantitativa | Continua. |

Sealer ® | quimicos que
son liberados
después del
fraguado.

Medio de | Mezcla del | Cuantitativa | Continua | pl
cultivo que ha | cemento
sido expuesto | sellador

Eluido al cemento | segln

Cemento | sellador y ha | fabricante.
absorbido Elaboracion
compuestos de Eluidos

Sellador | quimicos  que

AH Plus | son liberados

® después del
fraguado.

29



Dependiente

Variable Definicion Definicion Tipo de | Escala Unidad

conceptual operacional variable de de

medicion | medida

Cantidad de | Cuantificacion

citocina secretada de IL-8 por

por CMH en cultivo y | medio de Kit
Concentracion | cuantificada. ELISA ABTS Continua | Pg/ml
IL-8 Catalog #900- de Razon

M16
Cuantitativa
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https://es.wikipedia.org/wiki/Glucoprote%C3%ADna

VI.5 PROCEDIMIENTO

La fase experimental del estudio se dividio en cinco fases:

Fase |: Obtencién de CMH a partir de sangre venosa periférica de un sujeto sano.

Fase Il: Preparacién de Eluidos Cementos Selladores.

Fase lll: Estimulacion de las células con los eluidos.

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

Fase V: Analisis de los resultados

Fase I:

Toma de sangre por puncion venosa.

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

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

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

puncion y se procedio a colocar un torniquete.

2- Se desinfect6 la zona, y se procedidé a realizar la puncion ingresando la aguja

paralelamente al curso de la vena elegida con el bisel de la aguja hacia arriba.
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3- Inmediatamente después de haber puncionado la vena y empezara a salir
sangre se introdujeron uno a uno 5 tubos vacutainer de 5 ml cada uno con

anticoagulante y los cuales fueron etiquetados adecuadamente.

4- Durante la toma del dltimo tubo, se retir0 el torniquete y se colocé un algodon
sobre la zona de puncion. Se deseché tanto la aguja como el algodon en los
contenedores adecuados, y se pidi6 al sujeto que presionara el algodén durante

unos min.

Aislamiento de Células Mononucleares Humanas por gradiente de Ficoll.

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

dentro del laboratorio:

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

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

hasta homogeneizarla.

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

previamente cargado con 5 mL de PBS, pH 7.4 estéril.

4. Se homogeneiz6 gentilmente por inversion la mezcla de sangre y PBS.

5. Utilizando la misma pipeta seroldgica de 10 mL se tomaron 10 mL de la mezcla

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

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

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

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

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

PBS, pH 7.4 y se homogeneizaron gentilmente por inversion.

8.- Se colocaron los tubos de cultivo de fondo redondo en la centrifuga y se

centrifugaron a 760 RPM, 10 min.

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

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

10.- Se resuspendieron las CMH 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 homogeneizé gentilmente por inversion.

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

centrifuga y se centrifugaron a 760 RPM por 10 min.
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12. Se retiraron de la centrifuga y se descartd el sobrenadante por decantacion

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

13. Se resuspendieron las CMH en el volumen remanente de PBS dando pequeiios
golpes a la punta del tubo con el dedo indice. Y se agregé a cada tubo con cCMH 1
mL de medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS)

y se resuspendieron a las células mononucleares humanas con golpeteo digital.

14.- Se procedi6 a realizar el conteo celular e identificacion de viabilidad celular,
para lo que la suspension de CMH fue mezclada con una solucion al 0.4% de azul
tripan antes de ser observada bajo el microscopio haciendo uso de un

hemocitometro de Neubauer.

Fase lI:

Preparacion de Eluidos Cementos Selladores.

Se utilizaron los siguientes selladores: AH Plus ®, Pulp Cabal Sealer ®, MTA Fillapex
® y BioRoot RCS ®:

1.- Todos los selladores se mezclaron segun la instruccion de los fabricantes y
fueron aplicados en 4 moldes de silicona cada uno (diametro 4 mm, altura 1.5 mm).
Para garantizar el fraguado completo de todos los cementos selladores, las
muestras se sumergieron en solucion fisioldgica (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”
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de material sin el molde de silicona fue colocada en una placa de 48 pozos y se le
agrego 1ml de medio de cultivo RPMI sin suplementos ni antibiéticos.

3.- La placa de cultivo con todos los cementos fue incubado a 37°C y 5% de CO2
por 24 horas.

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

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

Fase IlI:

Estimulacion de las células con los eluidos

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

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

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

caso de los_controles.

3.- La placa fue colocada en incubacién a 37°C con 5% de CO; y se extrajo de la
incubadora al cumplir 3 horas. El sobrenadante correspondiente a 3 horas de
exposicion fue recuperado utilizando una micropipeta y colocado en microtubos
previamente rotulados. Todos los sobrenadantes se almacenaron a -20°C hasta su

procesamiento.
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4.- Concluidas 6, 12 y 24 horas de exposicion se recuperaron los sobrenadantes de
los pozos restantes y todos fueron almacenados.

Fase IV:

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se utiliz6 el Kit comercial ELISA ABTS developmet kit (Peprotech, EU) para
cuantificacion de IL-6 y su correspondiente kit de soluciones amortiguadoras

siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante:

1.- Se diluy¢6 el anticuerpo de captura en PBS a una concentracion de 1.0 pg/ml.
Inmediatamente se agregaron 100 pl a cada uno de los pozos de una placa de 96
pozos proporcionada en el mismo kit. Se sell6 la placa y se incubo 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 pl de solucién de lavado en cada ocasion.

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

muestras en un pozo previamente identificado.

4.- Se incubd a temperatura ambiente por al menos 2 horas.

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

una concentracion de 0.50 pg/ml.
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6.- Se agregaron 100 ul por pozo y se incubaron a temperatura ambiente por al

menos 2 horas.

7.- Se aspiré y lavé 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
11ml y se agregaron 100 pl a cada pozo.

8.- Se incubd durante 45 min a temperatura ambiente y se aspiré y lavo cada pozo

cuatro veces.

9.- Se agregaron 100 pl de solucion de ABTS a cada pozo'y se incubo a temperatura

ambiente hasta observar cambio de color.

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

programado a 405 nm de longitud de onda.

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

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

Fase V:

Analisis de los resultados.

Se realiz6 la importacidon 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.
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VI.5.1 ANALISIS ESTADISTICO

El efecto de los eluidos y del tiempo de exposicién sobre la produccién de la IL-8,
fue determinado a través del analisis de varianza de dos factores (ANOVA de dos
vias) con el analisis Post hoc de Tukey. Esto corresponde a un modelo factorial
completo (se realizaron todas las posibles combinaciones entre valores y variables)
y completamente al azar (los grupos se formaron mediante asignacion
completamente aleatoria). El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software
Grap Pad Prism y se consider6 significancia estadistica cuando p fue <0.05

VI.5.2 CONSIDERACIONES ETICAS

Para el desarrollo de este trabajo de investigaciobn se obtuvo el consentimiento
informado de los sujetos sanos que donaron 25ml de sangre periférica venosa. La
extraccion de esta sangre se realizo siguiendo estrictos estandares de calidad,
asepsia y antisepsia que garantizaron la seguridad de este. La informacion personal
del paciente esta protegida y se respeta la privacidad de esta. 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

En la figura 1 se representa la comparacion de la concentracion de IL-8 cuantificada
por medio del andlisis de las placas del ELISA en los sobrenadantes de las CMH
estimuladas con los eluidos de los 4 diferentes CSE a las 3, 6, 12 y 24 horas.

250,
I MTA Fillapex
200 '] BioRoot RCS
[ AH Plus
m -
— 150+ [ ] Pulp Canal Sealer ]_
-
E I
o 100+
o L 4
50. R
o Q Q
ol s 2 i = ’ll <
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Figura 1. Comparacion de la concentracién de IL-8 producida por las CMN tras la estimulacién con eluidos de
los 4 CSE en los 4 tiempos experimentales. No existieron diferencias significativas (p>0.05) en la comparacién

entre eluidos de los selladores endoddnticos en cada tiempo experimental

Al analizar el efecto del tiempo sobre la produccion de IL-8 al estimular con cada
CSE (tabla 1), se pudo observar que si existen diferencias de produccién en los
diferentes tiempos experimentales (p<0.05) y (p<0.01), en el caso del CSE MTA
Fillapex ® se observé un incremento 12 horas y 24 horas (p<0.01), mientras que
para el CSE BioRoot ® y AH Plus ® se observd un incremento a las 12 horas
(p<0.01) y a las 24 horas (p<0.05) y por ultimo el CSE Pulp Canal Sealer ® se

observo un aumento gradual a través del tiempo (p<0.05).
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MTA BioRoot AH Plus Pulp Canal

Fillapex Sealer
3hvs.6h - - - -
6hvs.12h - - * *
12hvs.24h - - - -
3hvs.12h i *k ok *
3hvs.24h ok * *k *
6h vs.24h - - * *

Tabla 1 Diferencias significativas (p<0.05) en la comparacién entre eluidos de los selladores
endodonticos y entre eluidos

VIIIl. DISCUSION

De acuerdo con la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE), una obturacion se
define por el llenado hermético de todo el conducto radicular, lo mas cercano posible
de la unién cemento-dentina (Leonardo et al., 2009). En esta fase del tratamiento
de conductos se requiere del uso de distintos materiales con diferentes
composiciones quimicas (Cohen y Hargreaves, 2008). Entre los que encontramos:
la gutapercha y los CSE, estos ultimos son necesarios para sellar el espacio entre
la pared dentinaria y el material obturador solido; ademas de llenan los huecos y las
irregularidades del conducto radicular, conductos laterales/accesorios, y los
espacios que quedan entre las puntas de gutapercha (Cohen y Hargreaves, 2008).
De manera inadvertida estos materiales o sus eluidos pueden llegar a estar en
contacto con los tejidos perirradiculares (Covo-Morales et al.,2016), ocasionado un
cierto grado de inflamacion y citotoxicidad demostrando su mayor grado de toxicidad

cuando se encuentran recién mezclados ( Schweikl et al., 2000).

Estudios previos en ratones (Kuo-Wei Tai, 2000), demostr6 que los CSE
histolégicamente inducian a una respuesta inflamatoria de la region periapical,
principalmente aquellos compuestos de resina epoxi debido a la liberacion de
formaldehidos durante el fraguado y la mezcla. Sefialando que los eluidos de los
cementos selladores recién mezclados eran mas citotéxicos que los eluidos de los

cementos selladores completamente fraguados, los cuales con el paso del tiempo
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en el que se evaluaron disminuian su citotoxicidad. En el presente estudios se
utilizaron eluidos de cementos selladores completamente fraguados para poder
simular cuando un CSE extruido permanece en el organismo. Mientras que en los
resultados obtenidos se observdé un incremento gradual con el tiempo en la
produccion de IL-8. Diferentes tipos de células en estudios in vitro han sido utilizados
para estudiar la biocompatibilidad de materiales dentales. Los CSE a base de 6xido
de zinc y eugenol han presentado altos indice de citotoxicidad cuando se
encuentran en contacto con tejidos vitales (drstavik, 2005) de la misma forma
(Huang y Tai, 2002) en su estudio mostraron que los selladores del conducto
radicular a base de resina, 6xido de zinc y eugenol eran citotdxicos para cultivos
primarios de células de ligamento periodontal humanas. En el presente estudio en
los periodos de prueba experimental de los CSE Pulp Canal Sealer ® y AH- Plus ®
aumentaron la produccion de IL-8 gradualmente conforme se cumplian los tiempos,
lo que sugiere un aumento en la toxicidad a las-CMH, siendo estos resultados
consecuentes a los encontrados por Huang y Chou quienes manifestaron que los
materiales de obturacion endodontica afectanla expresion de citoquinas (Huang y
Chou, 2003). Estudios en células. mesenquimales (Alsubait et al., 2018),
osteoblastos (Jung et al., 2018) y células de ligamento periodontal (Jung et al., 2018)
estimuladas con eluidos de cemento sellador AH Plus ® confirman su efecto
citotoxico coincidiendo con los resultados presentados en este estudio en cual se
demostré que fue el cemento sellador que producia mayor cantidad de IL-8 en los

diferentes intervalos de tiempo.

Los CSE BioRoot ® y MTA Fillapex ® han demostrado ser mas biocompatibles y
menos citotdxicos en comparacion a otros 4 CSE ( Jung et al., 2018) Sedigheh
Khedmat (2014) demostr6 que a pesar de ser materiales altamente biocompatibles
inducen cierto grado de citotoxicidad en monocitos; estos hallazgos fueron
comprobados con los resultados del presente estudio en el cual el CSE MTA fillapex
® registro una mayor produccion de IL-8 que el CSE BioRoot ® en todos los
intervalos de tiempo, a pesar de no haber diferencia entre ellos de una forma muy

similar al producido por el CSE AH- Plus ®. La cuantificacion de citocinas producidas
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por CMH posterior a su estimulacion con eluidos de CSE a través de la prueba
ELISA, ha sido reportada en una Unica ocasion (Souza et al. 2019), mostrando
diferencia significativa entre cementos selladores a base de resina epoéxica y
biocerdmicos, reflejando discrepancia con los resultados obtenidos en el estudio

presente el cual no encontrd diferencias entre los CSE.
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IX. CONCLUSIONES

El presente estudio in vitro mostré que todos los CSE estimularon la produccion de IL-8
en todos los intervalos de tiempo analizados teniendo alcanzado el mayor registro a las
12 h que disminuy6 considerablemente a las 24 h en todos los CSE.

La defensa del organismo conlleva una serie de respuestas entre ellas la inflamatoria que
se encuentra modulada por la produccion de diversas citocinas y quimiocinas. La IL-8 es
una citocina proinflamatoria y se conoce especialmente porque es capaz de promover la
adhesion de los monocitos y neutréfilos que se encuentran en el torrente sanguineo, a las
células endoteliales que forman los vasos sanguineos, ayudandoles asi'a pasar de la
sangre a los tejidos dafiados e inflamados, para que asi puedan ejercer su accion. Por lo
gue se sabe, que esta molécula es imprescindible en unainfeccion bacteriana, para atraer
los neutrdfilos al lugar de infeccion y eliminar asi las bacterias. Se requiere mas estudios
gue contemplen otras citocinas, diferentes células y una variedad de tiempos
experimentales para lograr comprender de mejor -manera la influencia de estos

materiales en el organismo.

X. PROPUESTAS

Se recomienda realizar mas estudios con mayor diversidad de citocinas de citocinas
y el uso de nuevos CSE que estan saliendo actualmente en el mercado. Estudios in
vitro que involucren diferentes células que se encuentran presentes en la respuesta
inmune para tratar de similar una respuesta in vivo. De igual manera se recomienda

considerar la realizacion de estudios in vivo.
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