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RESUMEN

Introduccion: Los selladores endododnticos se utilizan en la obturacion del sistema
de conductos radiculares para lograr un sellado impermeable o hermético a todo el
conducto, incluido el foramen apical y las irregularidades del conducto. Sin embargo,
cuando se extruyen en los espacios perirradiculares, es posible que los selladores
no siempre se eliminen por reaccion del tejido perirradicular y pueden alterar el
tiempo de reparacion del tejido y causar diferentes reacciones tisulares segun la
composicién del sellador por lo que, los estudios citotoxicos de estos selladores
endodonticos son el primer paso hacia una evaluacion de su seguridad. Objetivos:
Determinar cual cemento sellador Pulp Canal Sealer, MTA Fillapex, BioRoot RCS o
AH Plus induce mayor produccion de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal
humano. Material y métodos: Se estimularon fibroblastos del ligamento periodontal
humano con eluidos obtenidos de los diferentes cementos selladores. Se recuperd
el sobrenadante de los cultivos a las 3, 6, 12 y 24 horas de estimulacion y se utilizé
ELISA para cuantificar la produccion de I1L-8 en el medio. Resultados: El eluido del
cemento sellador Pulp Canal Sealer estimul6 la mayor produccion de IL-8, mientras
que el de MTA Fillapex, BioRoot RCS y AH- Plus la menor, existiendo diferencias
entre ellos (p<0.05). Se observd que el eluido de BioRoot RCS produjo un
incremento de IL-8 a las 3 horas con una disminucion significativa a las 6 horas por
debajo del rango detectable, el cual se mantuvo a lo largo del tiempo. La
estimulacién realizada con Pulp Canal Sealer mostré un aumento gradual a través
del tiempo (p<0.05). Conclusiones: A las 3 horas todos los cementos estimularon
la produccion de IL-8, sin embargo, Pulp Canal Sealer fue el que mas estimulo a las

24 horas, teniendo diferencias significativas con los otros cementos.

Palabras clave: Cementos selladores endodénticos, IL-8, fibroblastos del ligamento

periodontal humano, ELISA.



SUMMARY

Introduction: Endodontic sealers are used to filling the root canal system and
achieve a watertight seal to the entire canal, including the apical foramen and canal
irregularities. However, when extruded into the periradicular spaces, the sealermay
not always be removed by the reaction of the periradicular tissue and can alter the
tissue repair time and cause different tissue reactions depending on the composition
of the sealer, therefore, studies of cytotoxic effects of these endodontic sealers are
the first step towards an evaluation of their safety. Objectives: To determine which
endodontic sealer, Pulp Canal Sealer, MTA Fillapex, BioRoot RCS, or AH Plus
induce a greater production of IL-8 in human periodontal ligament fibroblasts.
Material and methods: Human periodontal ligament fibroblasts were stimulated
with eluates obtained from the different sealing cements. The culture supernatant
was recovered at 3,6,12 and 24 hours of stimulation and ELISA was used to quantify
the production and release of IL-8 in the medium. Results: The Pulp Canal Sealer
eluate stimulated the highest production of IL-8, while that MTA Fillapex, BioRoot
RCS y AH- Plus the lowest (p<0.05). It was observed that the eluate from BioRoot
RCS produced an increase of IL-8 at 3 hours and a decrease at 6 hours below the
detectable range of the assay, which was maintained over time. The stimulation
performed with Pulp Canal Sealer showed a gradual increase over time (p<0.05).
Conclusions: At 3 hours, all the eluates stimulated the production of IL-8. However,
Pulp Canal Sealer was the one that most stimulated at 24 hours, showed a

significant difference than the other sealers.

Key words: Endodontic sealer cement, IL-8, Human Periodontal Ligament
Fibroblasts, ELISA.
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Abreviaturas y siglas

hPDLFs Fibroblastos del ligamento periodontal humano
hDPSC Células madre de pulpa dental humana
hPDLSC Células madre del ligamento periodontal humano
hGF Fibroblastos gingivales humanos

hOST Osteoblastos humanos

ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
IL-18 Interleucina 13

IL-2 Interleucina 2

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-17 Interleucina 17

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral alfa

IFN-y Interferon gamma

MPC-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1

MTA Agregado de trioxido mineral
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I. INTRODUCCION

La terapia endodontica tiene como objetivo la eliminacion de pulpa residual,
productos de descomposicion de tejidos y microorganismos presentes dentro del
sistema de conductos radiculares, seguido de la realizacion de un relleno hermético
posible (Ng et al., 2008). El sellado debe llevarse a cabo utilizando materiales de
relleno que no interfieran y, de preferencia, estimulen el proceso de reparacion

periapical (Leonardo et al., 1999).

La obturacion del conducto desempefia un papel esencial en el control de
la reinfecciobn al sepultar organismos residuales a traves de la actividad

antimicrobiana de los selladores endodénticos (Grossman, 1980).

El sellado hermético del sistema de conducto radicular requiere el uso de

gutapercha como material basico y sellador (De Campos-Pinto et al., 2008).

Los selladores endodonticos se utilizan en la obturacion del sistema de
conductos radiculares para lograr un sellado impermeable o hermético a todo el
conducto, incluido el foramen apical, las irregularidades del conducto y
discrepancias menores entre la pared dentinal del conducto radicular y el material
de relleno, asi como facilitar la introduccion de conos en el espacio del conducto
garantizando su fluidez. Por lo tanto, ayudan a prevenir fugas, reducen la posibilidad
de que bacterias residuales del conducto invadan los tejidos periapicales y
resuelven la lesion periapical (Branstetter y von Fraunhofer, 1982; De Campos-Pinto
et al., 2008).

Se han propuesto propiedades sellantes ideales; sin embargo, ningan
sellador disponible actualmente posee todas estas caracteristicas. Una de las
cualidades ideales mas importantes es la compatibilidad tisular del sellador. Aunque
la extrusion del sellador en los tejidos periapicales durante los procedimientos de

obturacion es comun, no es ideal (Ricucci, 2002).



En combinacion con la gutapercha, los selladores endoddnticos tienen un
papel importante dentro de las técnicas de obturacion (Collins et al., 2006) . Se sabe
que tales técnicas pueden implicar la extrusién no intencionada de los materiales de
obturacion mas alla del foramen apical (Peng et al., 2007). Se espera que los
selladores endodonticos tengan un contacto minimo con los tejidos perirradiculares
al sellar el pice. Sin embargo, cuando se extruyen en los espacios perirradiculares,
es posible que los selladores no siempre se eliminen por reaccién del tejido
perirradicular y pueden alterar el tiempo de reparacion del tejido y causar diferentes
reacciones tisulares segun la composicion del sellador (Bernath & Szabd, 2003; Ng
et al., 2011, Ricucci et al., 2016).

La destruccion del ligamento periodontal se ( desencadena por la
degradacion de la matriz extracelular por metaloproteinasas (MMP), que implica
inflamacion perirradicular y destruccion 6sea mediada por citocinas proinflamatorias
(Kawashima y Stashenko, 1999).

IL-8, también conocida como CXCLS8, es una quimiocina inflamatoria que
induce la quimiotaxis y activacion de células inflamatorias. Ademas, la IL-8 se
sintetiza rapidamente en los sitios locales de inflamacion para reclutar, activar y
retener células inflamatorias en el sitio para combatir la infeccion de forma continua.
La IL-8 es resistente al calor.y a la protedlisis, y es capaz de resistir un ambiente
acido, lo que la hace-ideal para funcionar en sitios de inflamacién, donde debe
resistir ambientes subdptimos (DeForge et al., 1993; Elsalhy et al., 2012; Garlet et
al., 2012).

Existen diferentes tipos de pruebas a través de los cuales se puede realizar
la cuantificacién de diversas moléculas, sin embargo, el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a encimas (ELISA) presenta varias ventajas sobre otras técnicas debido a su
simplicidad, selectividad y sensibilidad, por lo cual es uno de los mas usados. ELISA
se basa en el concepto de reacciones antigeno-anticuerpo, que representa la
interaccion quimica entre los anticuerpos producidos por las células B de los

leucocitos y los antigenos. Esta respuesta inmune especifica juega un papel



importante en la proteccion del cuerpo de invasores como patdgenos y toxinas

(Avrameas et al., 1978).



II. ANTECEDENTES

Jeanneau et al., (2020) realizaron un trabajo disefiado para determinar la
influencia de dos selladores en la produccién de citocinas proinflamatorias en
células del ligamento periodontal humano, en los pasos iniciales de inflamacion, y
para investigar el efecto de la presencia de hidrocortisona en estos eventos. Se
estudiaron los efectos de los selladores Endomethasone N y Pulp Canal Sealer en
células del ligamento periodontal humano (hPDL) estimuladas con lipopolisacaridos
(LPS). La secrecion de citocinas (IL-6, TNF-a) de las células se cuantificO mediante
ELISA. Como resultados obtuvieron que Endomethasone N disminuyd la secrecion
de IL-6 y TNF-a de las células hPDL mientras que no se observo ningun efecto con

Pulp Canal Sealer.

Da Silva et al., (2017) evaluaron la citocompatibilidad de selladores a base
de silicato de calcio (EndoSeal, EndoSequence BC Sealer y MTA Fillapex en
fibroblastos Balb /c 3T3. AH Plus, se utilizé como material de referencia para la
comparacioén. La citocompatibilidad de los materiales se evalué usando el ensayo
de metil-tiazoldifenil-tetrazolio (MTT). La produccion de IL-1pB, IL-6 e IL-8 se analizé
utilizando un ensayo ELISA. EndoSeal, Endosequence BC Sealer y AH Plus
mostraron una viabilidad celular similar a la del grupo de control negativo (P> 0.05),
mientras que el sellador MTA Fillapex fue citotoxico (P <0.05). En todas las muestras
se detect6 una produccién variable de IL-1B, IL-6 e IL-8. Los resultados sugieren
que AH Plus, EndoSeal y EndoSequence BC Sealer pueden lograr una mejor

respuesta bioldégica en comparacion con MTA Fillapex.

Oh et al., (2020) evaluaron la biocompatibilidad de los selladores a base de
silicato de calcio (CeraSeal y EndoSeal TCS) y el sellador a base de resina epoxi
(AH-Plus) en células madre del ligamento periodontal humano (hPDLSc). Cada
experimento se realiz6 en medios frescos o medios de fraguado. Los niveles de
expresion de citocinas proinflamatorias (IL-6 e IL-8) fueron significativamente mas

altos en AH-plus en comparacion a los otros selladores, excepto para IL-6 en el



medio de fraguado. Los selladores a base de silicato de calcio mostraron niveles
estadisticamente similares de IL-6 e IL-8 en comparacion con el grupo control.
En la prueba ELISA, en conclusion, AH-Plus mostré una mayor expresion

de IL-6 e IL-8 que los selladores a base de silicato de calcio.

Diomede et al., (2014) probaron la toxicidad del sellador EndoRez a base
de metacrilato en términos de crecimiento celular y liberacion de citocinas
proinflamatorias, en células madre de pulpa dental humana expandidas ex vivo
(hDPSC), células madre del ligamento periodontal humano (hPDLSC), fibroblastos
gingivales humanos (hGF) y osteoblastos humanos (hOST). Se analizaron las
caracteristicas morfologicas y el crecimiento celular y la liberacion de interleucinas
proinflamatorias IL-6, IL-8, IL-12 y factor de necrosis tumoral (TNF-a). Se observo
un incremento significativo de las citocinas IL6, IL8, IL12 y TNF-a en las células en
contacto con el sellador dental en comparacién-con el control. In vitro, EndoRez
interactu6é con hDPSC, hPDLSC, hGF y hOST primarios humanos, lo que provoco
dafios en el sistema biolégico que se evidenciaron a través de la inhibicion del
crecimiento celular y el incremento de los mediadores proinflamatorios IL6, IL8, 1L12
y TNF-a.

Gaudin et al., (2020) evaluaron los efectos de diferentes selladores a base
de silicato, BioRoot RCS, ProRoot ES y MTA Fillapex sobre la produccion de
citocinas y la viabilidad de las células madre del ligamento periodontal humano
(PDLSC). AH Plus se utiliz6 como material de referencia. No se observaron
diferencias significativas entre BioRoot RCS, ProRoot ES y el grupo de control
negativo para IL-6 e IL-8 (P> .05). Tanto MTA Fillapex como AH Plus provocaron un
incremento significativo de IL-6, IL-8 en el medio de cultivo en comparacién con el
grupo de control negativo. En conclusiéon, BioRoot RCS y ProRoot ES mostraron
una mejor citocompatibilidad en comparacion con MTA Fillapex y AH Plus que

pueden desencadenar potencialmente una respuesta inflamatoria innata.



IIl. FUNDAMENTACION TEORICA

La infeccién del conducto radicular induce cambios patoldgicos en los
tejidos periapicales de los dientes. Como los microorganismos son el principal factor
etiolégico en la pulpitis y la periodontitis apical, su eliminacién durante el tratamiento
del conducto radicular mediante instrumentacién, irrigacion y medicacién

intraconducto es esencial (Bystrom y Sundqvist, 1983).

Los dientes con inflamacion pulpar o periapical severa pueden tratarse con
éxito con las técnicas establecidas de limpieza y conformacion de los conductos
radiculares (Huang et al., 2002).

Fibroblastos del ligamento periodontal humano

La infeccidon bacteriana es la principal causa de periodontitis apical (PA)
(Nair, 2006). Como la principal poblacion celular del area apical, los fibroblastos del
ligamento periodontal humano pueden reconocer microorganismos a través de un
namero limitado de receptores de reconocimiento de patrones. La identificacion de
patrones moleculares asociados a patégenos es la clave para iniciar la respuesta
inmune innata, que es la primera linea de defensa del huésped contra la invasion
microbiana (Akira et al., 2006).

Los fibroblastos constituyen el tipo de célula residente predominante del
tejido conectivo periodontal (Mark et al.,, 2000). Los fibroblastos gingivales
mantienen la integridad del tejido conectivo gingival, mientras que los fibroblastos
del ligamento periodontal exhiben funciones especializadas que son responsables
de la formacion y el mantenimiento de las uniones de las fibras del ligamento
periodontal, asi como de la reparacién, remodelacion y regeneracion del hueso
alveolar adyacente y el cemento (Boyko et al., 1981). Los fibroblastos del ligamento
periodontal son las principales células involucradas en la reaccion de las células con

los materiales de obturacion del conducto radicular (Yan et al., 2010).



Cementos selladores

Un material de relleno del conducto radicular debe presentar propiedades
biolégicas vy fisicoquimicas apropiadas. En primer lugar, no debe irritar los tejidos
perirradiculares. ldealmente, seria deseable que estimule la reparacion y el sellado
biolégico mediante la deposicion de tejido mineralizado en el foramen apical. Un
sellador endodontico apropiado debe presentar adhesividad y estabilidad
dimensional para evitar la circulacion de fluidos entre el conducto y el periapice.
Ademas, debe ser tanto insoluble en fluidos de tejido como capaz de llenar todos
los espacios vacios, lo que se espera de un material con una propiedad de flujo

adecuada (Grossman, 1976; Schilder y Hargreaves, 2006).

De hecho, dado que estos materiales estaran en contacto directo con los
tejidos periapicales durante periodos prolongados de tiempo, su biocompatibilidad
es de primordial importancia. Un sellador biocompatible no debe prevenir ni dificultar
la reparacion del tejido, sino que debe ayudar o estimular la reorganizacion de las

estructuras lesionadas (Huang et al., 2002).

La compatibilidad biolégica de los materiales utilizados en odontologia es
de especial interés, ya que los ingredientes tdxicos presentes en estos materiales
pueden producir irritacion 0" incluso degeneracién de los tejidos circundantes
(Willershausen et al., 2000).

Durante muchos afios, la gutapercha se ha utilizado como material central
con selladores a base de 6xido de zinc basados en eugenol o hidroxido de calcio
para-obturar el sistema de conducto radicular durante la terapia endodoéntica
(Schilder y Hargreaves, 2006). Sin embargo, estos selladores se contraen al fraguar
y se disuelven con el tiempo, lo que compromete la calidad y la esperanza de vida
del sellado apical (Hovland y Dumsha, 1985; Orstavik et al., 2001). Ninguna de
estas combinaciones de materiales se adhiere a la dentina radicular y previene la
fuga apical en la obturacion del conducto (Torabinejad y Pitt Ford, 1996; Pommel et
al., 2003).



Tipos de cementos selladores

Se han desarrollado selladores endodénticos para mejorar el sellado y la

unioén a la dentina radicular (Teixeira et al., 2004).

Se utilizan varias clases de selladores endodonticos en la practica clinica,
pero todos tienen limitaciones significativas. Los selladores endodonticos a base de
oxido de zinc-eugenol se han utilizado durante muchos afios, pero. liberan
concentraciones potencialmente citotdxicas de eugenol (Hume, 1986; Schmalz et
al., 2000).

Los selladores a base de hidréxido de calcio promueven la calcificacion pero
tienden a disolverse con el tiempo y comprometen el sellado endodontico (Hovland
y Dumsha, 1985; Huang et al., 2002).

Los selladores de ionébmero de vidrio pueden unir la estructura dental pero
también pueden activar la liberacion de prostaglandinas en los tejidos periapicales
(Willershausen et al., 2000). Aunque los selladores a base de resina estdn ganando
cada vez mas popularidad, su toxicidad y mutagenicidad estan bien documentados
(Huang et al., 2002; Schéfer'y Zandbiglari, 2003).

Los materiales a base de bioceramica que generalmente contienen silicato
de calcio y / o fosfato de calcio han atraido considerable atencién debido a sus
propiedades fisicas y biol6gicas, como su pH alcalino, estabilidad quimica dentro
del entorno biolégico y falta de contraccion. También son no toxicos y
biocompatibles (Zhang et al., 2009; Loushine et al., 2011; Candeiro et al., 2012).

Existen diversos tipos de cementos selladores de distintas composiciones
gue han sido sometidos a pruebas de biocompatibilidad debido a que son los que

se utilizan con mayor frecuencia, algunos de ellos son:



Pulp Canal Sealer Kerr, a base de 6xido de zinc, que consiste en 34.0 a
41.2% de Oxido de zinc, 25.0 a 30.0% de plata precipitada, 30.0 a 60.0% de
oleorresinay el 1.0 a 12.8% de yoduro de timol (Kerr Manufacturing Co., Romulus,
MI) (Kaplowitz, 1994).

El agregado de triéxido mineral (MTA) se desarrollé en la Universidad de
Loma Linda en la década de 1990 como material de relleno del conducto radicular
(Camilleri y Pitt Ford, 2006), y fue introducido en endodoncia en 1993 por
Torabinejad (Roberts et al., 2008). El primer sellador a base de silicato tricalcico fue
MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brasil), se compone principalmente de una matriz
de resina de salicilato, silice y agregado de triéxido mineral,.siendo este ultimo un
componente menor. Aunque el alcance principal del uso de un sellador a base de
silicato tricalcico es la liberacion de hidroxido de calcio del material, se ha
demostrado que la hidratacion de MTA Fillapex es.inerte, y no se formé hidréxido
de calcio cuando el material se endurecio. Es estable cuando se usa con técnicas

de compactacion vertical caliente (Viapiana et al., 2014).

BioRoot RCS (Septodont, St. Maur-des-Fosses, Francia) es un cemento a
base de silicato tricalcico hidraulico en polvo / liquido comercializado desde febrero
de 2015 y recomendado para la técnica de cono Unico o de condensacion lateral
fria. El polvo contiene silicato tricalcico, povidona y 6xido de circonio; el liquido es
una solucién acuosa de cloruro de calcio y policarboxilato. Se ha informado que
BioRoot RCS induce la produccion de factores de crecimiento angiogénico y
osteogénico por las células del ligamento periodontal humano (Camps et al., 2015)

y tiene actividad antimicrobiana (Arias-Moliz y Camilleri, 2016).

El sellador a base de resina epoxi AH Plus (Dentsply De Trey Gmbh,
Konstanz, Alemania) es una modificacion mejorada de su precursor AH26 y muestra
alta fluidez (Almeida et al., 2007). Una capacidad de flujo adecuada de los
selladores endodonticos es una propiedad muy deseable que permite el llenado de

irregularidades. Sin embargo, un flujo excesivo puede favorecer la extrusion apical.



La extrusion del sellador podria dafiar los tejidos periapicales debido a la
citotoxicidad del sellador por la baja biocompatibilidad, principalmente en la etapa

inicial (Scarparo et al., 2009).

Citocinas

Las citocinas son pequefias moléculas de sefalizacion que median las
respuestas del huésped a la infeccién, la inflamacién y el trauma. Las citocinas
proinflamatorias inician o mejoran la inflamacion sistémica, mientras que las

citocinas antiinflamatorias reducen la inflamacion y promueven la curacion.

La red de citocinas juega un papel crucial en la movilizacién de células
inflamatorias hacia la lesion periapical, la regulacion de las reacciones inmunitarias
/ inflamatorias locales y el resultado de la lesion. periapical. En este contexto,
citocinas proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), producidas por células estromales e infiltrantes, asi como
quimiocinas como IL-8 / CXCL8 y MCP-1 / CCL2, son importantes para el
reclutamiento y activacion de células inmunes innatas, presumiblemente
granulocitos, neutréfilos y monocitos en la fase inflamatoria temprana, lo que
conduce a la promocién de la inflamacion. Estos factores también son responsables
de la migracion de las células T y B en las fases inflamatorias posteriores y su

desarrollo en diferentes celulas efectoras de la inmunidad adaptativa.

Las citocinas proinflamatorias incluyen IL-1, IL-8 y TNF-a, mientras que IL-
10 es una citocina antiinflamatoria importante. Algunas citocinas pueden tener
propiedades tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, como la IL-6, ya que
puede inhibir el TNF-a y la IL-1 y activar la IL-10 al mismo tiempo. Las citocinas
trabajan entre si en una regulacion de red homeostatica para prevenir el estado

constante de inflamacion (Parolia et al., 2014).

Las citocinas proinflamatorias, como IL-18, IL-2, IL-8, IL-17, IFN-y y TNF-q,
se detectan en el liquido intersticial de las lesiones periapicales. La IL-8 es
producida principalmente por monocitos / macrofagos y en cantidades mas

pequefias por fibroblastos, células endoteliales, queratinocitos, melanocitos,
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hepatocitos y condrocitos. Sus estimulos suelen ser IL-1, TNF-a e IFN-g. La IL-8
puede ser inhibida por los corticosteroides y la ciclosporina A. Es una quimiocina, lo
que aumenta la quimiocinesis y actla como factor quimiotictico. El término
"quimiocina” proviene de la contraccion de “citocinas quimiotacticas”. La IL-8
proporciona un potente estimulo migratorio para las células del sistema
inmunolégico, principalmente neutrofilos, determinando también un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion por parte de las células endoteliales (Deininger
et al., 2008; Yamaguchi et al., 2014; Bambirra et al., 2015).

La IL-8 juega un papel fundamental en el reclutamiento de neutréfilos para
inducir la inflamacion aguda y promueve la formacion de nuevos vasos sanguineos
(Harada et al., 1994; Li et al., 2003).

Prueba ELISA

ELISA permite el analisis cuantitativo/cualitativo altamente sensible y
selectivo de antigenos, incluidas proteinas, péptidos, acidos nucleicos, hormonas,
herbicidas y metabolitos secundarios. Para detectar estas moléculas, se marca un
antigeno o anticuerpo mediante enzimas, el llamado inmunoensayo enzimatico, en
el que se utilizan habitualmente fosfatasa alcalina (ALP), peroxidasa de rabano
(HRP) y B-galactosidasa. El antigeno en la fase fluida se inmoviliza sobre una fase
sélida, como una placa de microvaloracién que constituye poliestireno rigido, cloruro
de polivinilo y polipropileno. Posteriormente, se permite que el antigeno reaccione
con un anticuerpo especifico, que es detectado por un anticuerpo secundario
marcado con-enzima. El desarrollo de color utilizando un sustrato cromogénico
corresponde a la presencia del antigeno (Nakane y Kawaoi, 1974; Avrameas et al.,
1978; Crowther, 2009).
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IV. HIPOTESIS
IV.1. Hipdtesis de trabajo

Los cementos selladores Pulp Canal Sealer y AH Plus inducen mayor
produccion de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal humano en
comparacion con la inducida por los cementos selladores MTA Fillapex y BioRoot
RCS.

IV.2 Hipé6tesis nula

Los cementos selladores MTA Fillapex y BioRoot RCS inducen mayor
produccién de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal humano en
comparacion con la inducida por los cementos selladores Pulp Canal Sealer y AH

Plus.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar cual cemento sellador Pulp Canal Sealer, MTA Fillapex, BioRoot
RCS o AH Plus induce mayor produccion de IL-8 en fibroblastos del ligamento

periodontal humano.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Estandarizar las técnicas de cultivo celular.

. Exponer el cultivo celular a los cementos selladores endodonticos Pulp
Canal Sealer, MTA Fillapex, BioRoot RCS y AH Plus.

. Cuantificar la produccién de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal

humano al usar Pulp Canal Sealer.

. Cuantificar la produccion de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal
humano al usar MTA Fillapex.

. Cuantificar la produccion de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal
humano al usar BioRoot RCS.

. Cuantificar la produccion de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal
humano al usar AH Plus.

. Comparar la produccién de IL-8 en fibroblastos del ligamento periodontal
humano al usar cemento sellador Pulp Canal Sealer, MTA Fillapex, BioRoot
RCS y AH Plus.

13



VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 DISENO
Experimental in vitro

VI.2 POBLACION

Cultivo de fibroblastos del ligamento periodontal humano donados por el-Dr.
Rubén Abraham Dominguez Pérez cultivados en el Laboratorio de Rumiologia y
Metabolismo Nutricional de FESC-UNAM.

V1.3 TAMANO DE MUESTRA

2 Cajas de cultivo celular de 24 pozos por duplicado con 500 mil células en
cada pozo. Divididos de acuerdo al cemento sellador'y a los grupos control, asi
como también de acuerdo a las horas de exposicion al eluido de cada cemento.

VI.3.1 CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusidn de los cultivos celulares

. Cultivo de fibroblastos con viabilidad celular identificada.

o Cultivo con morfologia celular correspondiente a fibroblastos.

Criterios de Exclusion de los cultivos celulares

Cultivos donde no se presente proliferacién de fibroblastos.

Criterios de Eliminacion de los cultivos celulares

Cultivos de fibroblastos contaminados.
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VI1.3.2 VARIABLES ESTUDIADAS

Dependiente

Variable Definicién conceptual Definiciéon Tipo de | Escala Unidad de
operacional variable de medida
medicion

Quimiocina inflamatoria | Cuantificacién

IL-8 gue induce la quimiotaxis | de IL-8 por Continua | Pg/mi
y activacién de células | medio de Kit | Cuantitativa'| de
inflamatorias, se sintetiza | ELISA Razén
rapidamente en los sitios
locales de inflamacion
para reclutar, activar y
retener células
inflamatorias en el sitio
para combatir la
infeccion de  forma
continua.

Variables Independientes

Variable Definicion Definicion Tipo de | Escala Unidad

conceptual operacional variable de de
medicién | medida

Cemento a base de | Se mezclard con

Cemento oxido de zincy eugenol | espatula en una | Cualitativa | Nominal

Sellador gue contiene particulas | loseta estéril
de plata para aportar | agregando una
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Pulp Canal | radiopacidad, puede | gota de su liquido
Sealer obturar conductos | por cada cucharilla
(Kerr) laterales y accesorios, | de  polvo hasta
pero puede tefir la|lograr una mezcla
estructura dental. En | homogénea.
su composicion | Evaluados a
presenta: Polvo: oxido | intervalos de 3, 6,
de zinc, plata | 12 y 24 horas.
precipitada, timol
yodado, resina blanca.
Liquido: eugenol vy
balsamo de Canada.
Cemento que permite | Presentacion en
Cemento un llenado completo | jeringa de | Cualitativa | Nominal
sellador del conducto radicular, | automezclado 1:1 o
Endodontico | proporciona liberacion | pasta-pasta que
MTA de iones de calcio para | seran - mezclados
Fillapex los tejidos y | en proporciones 1:1
(Angelus) manteniene un pH con | de pasta base y
efectos catalizador con
antibacterianos. No | espatula en loseta
contiene eugenol y no | estéril hasta lograr
interferira con  los | mezcla
procedimientos homogénea, sera
adhesivos dentro del | evaluados a
conducto radicular. intervalos de 3, 6,
12y 24 hrs.
Cemento que induce la | Se mezclara con
Cemento produccion de factores | espatula en una | Cualitativa | Nominal
sellador de crecimiento | loseta esteril
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Endodéntico
BioRoot
RCS

angiogeénico y
osteogénico por las
células del ligamento
periodontal humano y
tiene actividad
antimicrobiana. Polvo:
silicato tricélcico,
povidona y Oxido de
circonio. iquido:
solucion acuosa de
cloruro de calcio vy

policarboxilato.

agregando una
gota de su liquido
por cada cucharilla
de

lograr una mezcla

polvo hasta
homogénea.
Evaluados a
intervalos de 3, 6,
12 y 24 horas.

Cemento
sellador
Endododntico
AH-Plus

Cemento basado en un
de

usado

polimero epoxi-

amina, para
sellado  permanente,
ofrece mejor
biocompatibilidad,

radioopacidad y
estabilidad de color y
de

Su manejo

es mas facil
eliminar.
también es mas facil y

rapido.

Serdn mezclados
en proporciones 1:1
de pasta base y
catalizador con
espatulay en loseta

estéril hasta lograr

una mezcla
homogénea.
Evaluados a

intervalos de 3, 6,
12 y 24 horas.

Cualitativa

Nominal
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VI.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS

° DMEM 50 ml

. Suero fetal bovino 20 ml

J Penicilina 5000 Ul

o Estreptomicina 5000 Ul

o Cementos selladores endodonticos: Pulp Canal Sealer (Kerr, Scafati,
Italia), MTA Fillapex (Angelus, Londrina, Brasil), BioRoot RCS (Septodont,
St. Maur-des-Fosses, Francia) y AH Plus (Dentsply DeTrey, Konstanz,
Alemania).

. Lipopolisacarido.

. Incubadora de cultivo celular.

o 2 Cajas de cultivo celular de 24 pozos.

. Caja de cultivo celular de 48 pozos.

J Caja de cultivo celular de 96 pozos.

. Micropipetas.

o Microtubos de centrifugado.

J Medio de cultivo celular RPMI.

. Suero autélogo.

e  Aminoacidos no esenciales.

. Kit comercial ELISA ABTS developmet kit (Peprotech, EU) para

cuantificacion de IL-8

VI.5 PROCEDIMIENTO

La fase experimental del estudio se dividio en cinco fases:

Fase I: Elaboracion de medio de cultivo y eluidos.

Fase II: Obtencion del tejido y aislamiento de los fibroblastos.
Fase lll: Estimulacion de los fibroblastos.

Fase IV: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).
Fase V: Analisis de los resultados.
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Fase |. Elaboracion de medio de cultivo vy eluidos

1.- Se utilizé medio de cultivo DMEM al cual se le agregd 10% de suero fetal
bovino y antibidticos (penicilina 1001U/ml, estreptomicina 100Ug/ml y anfotericina B
100ug/mg).

2.- Se mezclaron los cementos endoddnticos como lo indica el fabricante:

o Pulp Canal Sealer: cemento polvo - liquido mezclados en proporcion
1:1 con espatula y loseta estéril.

o MTA Fillapex: cemento de pasta - pasta o presentado en jeringas de
mezclado automatico que proporciona la consistencia adecuada para la insercion
de cemento en el conducto radicular.

o BioRoot RCS: cemento polvo - liquido mezclados en proporcion 1:1
con espatula y loseta estéril.

. AH- Plus: cemento pasta-pasta. mezclados en proporcién 1:1 con

espatula y loseta estéril.

3.- Después de la mezcla de los cementos selladores, se cubri6 el fondo de
las cajas de cultivo de 24 pozos y se dejo fraguar el cemento en el tiempo indicado
por el fabricante. Se agregé 1ml de medio de cultivo y se incubd por 24 horas a
37°C con 5% de CO2. Posteriormente se retiré el medio de cultivo y se almacend a
-20°C.

Completadas las 24 horas se recolect6 todo el liquido dentro de los pozos
con una micropipeta y se coloc6 en tubos de centrifugado activado a 1000 rpm
durante 5 minutos para asi obtener los eluidos de los cementos selladores.

Fase Il. Obtencion del tejido y aislamiento de los fibroblastos

Se obtuvieron fibroblastos del ligamento periodontal humano donados por
el Dr. Rubén Abraham Dominguez Pérez cultivados en el Laboratorio de Rumiologia
y Metabolismo Nutricional de FESC-UNAM.
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Fase Ill. Estimulacion de los fibroblastos

Se utilizaron placas de cultivo de fondo plano de 24 pozos.

En cada pozo se colocaron:

o 400ul de DEMEM + 10% SFB 100 ul/ml de penicilina y 100 ul/ml de
anfotericina

. 500, 000 células (1x106/ml)

o 100ul del eluido del cemento correspondiente.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado en dos diferentes placas de
24 pozos la cual se mantuvo en la incubadora a 37°C, 5% de CO2 y ambiente
huamedo.

Cada duplicado se recolecto al cumplir el tiempo experimental en un mismo
tubo eppendorf para sobrenadante y uno para células (centrifugar) los cuales se
mantuvieron en congelacion y se conservaron los eluidos a — 80°C.

Los controles positivos se estimularon con LPS y para los controles

negativos no se estimularon con nada.

Fase IV. Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

Se utilizé el Kit comercial ELISA ABTS developmet kit (Peprotech, EU) para
cuantificacion de IL-8 y su correspondiente kit de soluciones amortiguadoras

siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante:

1.- Se diluy6 el anticuerpo de captura en PBS a una concentracion de 1.0
png/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 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 pl de solucién de lavado en cada

ocasion.
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3.- Se diluyo la solucion estandar desde 1ng/ml a cero utilizando solucion
diluyente e inmediatamente se agregaron 100 pul de la solucion estadndar 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 lavd la placa cuatro veces y se diluyd el anticuerpo en

diluyente a una concentracion de 0.50 pg/ml.

6.- Se agregaron 100 pl 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 11ml y se agregaron 100 pl a cada pozo.

8.- Se incub6 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 incubd a
temperatura ambiente hasta observar cambio de color.

10.- El cambio de color se monitore6 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 6ptica fueron almacenados en una hoja de Excel para su posterior andlisis.

Fase V. Andlisis de los resultados.

Se realiz6 la importacion de valores de absorbancia a una base de datos de
Excel, en donde se analizaron los datos y se calcularon medias, desviaciones

estandar y se obtuvieron rangos, ademas de realizar graficas.
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VI.5.1 ANALISIS ESTADISTICO

El efecto de los eluidos y del tiempo de exposicidon sobre la produccion de
la IL-8, fue determinado a través del andlisis de varianza de dos factores (ANOVA
de dos vias) con el andlisis Post hoc de Tukey. Esto corresponde a un modelo
factorial completo (se realizaron todas las posibles combinaciones entre valores.y
variables) y completamente al azar (los grupos se formaron mediante asignacion
completamente aleatoria). El analisis estadistico se realizd utilizando el software

Grap Pad Prism y se considero significancia estadistica cuando p fue <0.05

VI.5.2 CONSIDERACIONES ETICAS

Las células utilizadas en este estudio (fibroblastos del ligamento periodontal
humano) fueron donadas por el Dr. Rubén Dominguez, las cuales son almacenadas

en el Laboratorio de Rumiologia y Metabolismo Nutricional de FESC-UNAM.
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VIl. RESULTADOS

En la figura 1 se representa la comparacion de la concentracion de IL-8
cuantificada por medio del andlisis de las placas de ELISA en los sobrenadantes de
los fibroblastos del ligamento periodontal humano estimuladas con los eluidos de

los diferentes cementos selladores en los cuatro distintos tiempos experimentales.

150;
I MTA Fillapex
I BioRoot RCS
Bl AH Plus I .
E 100, || Pulp Canal Sealer
4 - B
E
2l
50,
oo0oo oo (]
0. i = =2 =2 = = = - =
3 6 12 24

Tiempo (horas)
Figura 1. Comparacién de la concentracion de IL-8 producida por los hPDLFs tras la estimulacion
con eluidos de los 4 cementos selladores en los 4 tiempos experimentales. ND: No detectable, (*)
diferencia estadisticamente significativa p<0.05, (**) diferencia estadisticamente significativa p<0.01,

(***) diferencia estadisticamente significativa p<0.001.

En el grupo de 3 horas de exposicion, el eluido del cemento sellador
BioRoot RCS estimulé la mayor produccion de IL-8, mientras que el de AH-Plus la

menor existiendo diferencias entre ellos (p<0.05).

A las 6 horas de estimulacién el eluido del cemento sellador BioRoot RCS
disminuyo la produccion del IL-8 por debajo del rango de deteccion. MTA Filapex y
AH-Plus también se encuentran por debajo del rango detectable a las 6 horas, sin

embargo, no existieron diferencias al compararlos entre si alas 3y 6 horas (p>0.05).
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A las 12 horas de estimulacion, los eluidos de BioRoot RCS y MTA Fillapex
continuaron por debajo del rango de deteccion, y junto con el AH-Plus fueron los
que menos produccion de IL-8 estimularon, mientras que Pulp Canal Sealer fue el

gue mas lo hizo.

A las 24 horas MTA Fillapex y BioRoot RCS contindan por debajo del rango
de deteccion del estimulo, AH-Plus estimula ligeramente la produccion de IL-8 sin
tener diferencia significativa, mientras que Pulp Canal Sealer estimula la produccion

significativamente (p<0.05).

Al analizar el efecto del tiempo sobre la produccion de IL-8 al estimular con
cada cemento sellador (tabla 1), se observo que para el MTA Fillapex y el AH-Plus
no existen diferencias de produccion en ningun tiempo experimental (p>0.05),
mientras que para el BioRoot RCS se observo un incremento a las 3 horas y
disminucién por debajo del rango detectable a-las 6 horas el cual se mantuvo a
través del tiempo (p<0.05). Ademas, en la_estimulacion realizada con Pulp Canal
Sealer si se observd un aumento gradual a través del tiempo, encontrando la

diferencia mas significativa entre las 6y las 24 horas (p<0.05).

Tabla 1. Diferencias significativas en la comparacion entre los distintos tiempos

experimentales para cada sellador endodéntico y el control positivo.

MTA _ Pulp Canal
Fillapex BioRoot AH Plus Sealer
3hvs.6h - * - -
6hvs.12h - - - -
12hvs.24h - - - o
3hvs. 12h - * - -
3hvs. 24h - * - o
6h vs.24h - - - *hk

(*) diferencia estadisticamente significativa p<0.05, (**) diferencia estadisticamente significativa

p<0.01, (***) diferencia estadisticamente significativa p<0.001.
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VIII. DISCUSION

El tratamiento del conducto radicular actualmente ha avanzado no solo por
la conveniencia clinica sino también por lograr un buen prondéstico a partir del
desarrollo de diversos materiales y técnicas. Entre los materiales recientemente
introducido se encuentran los selladores a base de silicato de calcio, pero aun hay

una falta de evidencia de sus caracteristicas y uso clinico.

Para este estudio se utilizaron diferentes tipos de cementos selladores
como Pulp Canal Sealer, MTA Fillapex, BioRoot RCS y AH-Plus con la finalidad de
conocer su respuesta inflamatoria mediante la produccién de IL-8 en fibroblastos

del ligamento periodontal humano.

Se utilizaron fibroblastos del ligamento periodontal humano en este estudio
ya que estas son las células predominantes presentes en el ligamento periodontal
y pueden tener contacto directo con los ‘selladores durante la obturacion del

conducto radicular y el sellado apical.

En el presente estudio se encontré que a las 3hrs horas de exposicion de
los hPDLFs a los eluidos de los cementos selladores todos los grupos presentaron
produccion de IL-8 siendo el de BioRot RCS el de mayor produccion, mientras que
a las 6 horas hubo un descenso significativo donde se presentaba una produccion
nula de IL-8 al igual que con MTA Fillapex y AH-Plus. A las 12 horas no existieron
cambios de produccion significativos, sin embargo, a las 24 horas se muestra un
aumento significativo de IL-8 en el grupo de Pulp Canal Sealer. AH-Plus a las 24hrs

genera un ligero aumento en la produccién de IL-8 la cual no es significativa.

Se mostrdé que en comparacion a las 3 horas y 24 horas se encontraban
diferencias significativas entre grupos, encontrando que a las 3 horas BioRoot RCS
presentaba la mayor produccion de IL-8 y a las 24 horas, su produccion era nula
(p<0.05), mientras que Pulp Canal Sealer incremento significativamente la

produccion de IL-8 a las 24 horas sobre hPDLFs en comparacion a las 3 horas.
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Camps et al. (2015) mencionan que BioRoot RCS induce la produccion de
factores de crecimiento osteogénicos por las células del ligamento periodontal
humano y crea un microambiente favorable para la reparacién del tejido
perirradicular. Esto puede ser la razén por la cual en nuestro estudio BioRoot RCS

no mostré produccion de IL-8 a las 24 horas después de estimular a los hPDLFs.

Jing et al. (2019) en contraste, realizaron un estudio donde examinaron la
citocompatibilidad in vitro, el potencial osteogénico y respuesta inflamatoria de un
material bioactivo experimental C-Root y lo compararon con BioRoot RCS y AH-
Plus, utilizando células madre del ligamento periodontal humano (hPDLSC) y
encontraron que los niveles de IL-8 difirieron significativamente entre los grupos en
los dias 7 y 14, con los niveles mas altos en el grupo BioRoot RCS en comparacion
con C-Root y AH-Plus (P <0,05).

Lee et al. (2019). En su estudio evaluaron la respuesta inflamatoria al utilizar
diferentes cementos selladores como cementos de silicato de calcio EndoSeal MTA,
Nano-ceramic Sealer, Wellroot ST, y de resina epoxi como AH-Plus y AD Seal. Las
concentraciones de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF- a se analizaron utilizando un kit
ELISA de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. AH-Plus presentd una
expresion significativamente mayor de IL-6 e IL-8 que los otros selladores (p <0.05).
Sin embargo, en nuestro estudio AH-Plus presento mayor produccién de IL-8 en
comparacién a MTA Filapex y BioRoot RCS, pero las diferencias no fueron

significativas.

Las citocinas proinflamatorias estan involucradas en la regulacién positiva
de las reacciones inflamatorias. Existe abundante evidencia de que ciertas citocinas
proinflamatorias, como IL-1, IL-6 e IL-8, estan involucradas en el proceso del dolor
patolégico (Seong et al., 2016). Se sabe que los procesos inflamatorios son
iniciados y mantenidos por citocinas proinflamatorias que tienen actividades
bioldgicas distintas o compartidas (Rojewski et al., 2008). En el presente estudio, la

citocina proinflamatorias IL-8, fue secretada significativamente al estimular hPDLFs

26



con Pulp Canal Sealer mas que con los otros selladores, o que se asocia

marcadamente con una baja viabilidad celular al utilizar Pulp Canal Sealer.

En situaciones clinicas generales, el area de contacto con el sellador esta
limitada alrededor de la regién apical, lo que puede no ser perjudicial para la
supervivencia y proliferacion hPDLFs en los tejidos periodontales apicales,
especialmente después de que el sellador se haya endurecido por completo
(Johnson y Kylid, 2010). Sin embargo, Pulp Canal Sealer podria tener un efecto
perjudicial sobre los hPDLFs en algunas situaciones clinicas donde se espera que

el sellador quede expuesto al tejido periodontal apical.
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IX. CONCLUSIONES

En este estudio de decidié evaluar in vitro la produccion de IL-8 en
fibroblastos del ligamento periodontal humano al ser estimulados con eluidos de
diferentes cementos selladores donde se observé que los materiales bioceramicos
(MTA Fillapex y BioRoot RCS) no estimularon la produccion de IL-8 al igual que el
cemento de resina epoxi AH-Plus que generé cantidades minimas por lo que
podrian considerarse no estimuladores del sistema inmune durante la obturacion
del conducto radicular. Sin embargo, el cemento sellador Pulp Canal Sealer a base
de Oxido de Zinc y Eugenol estimul6 significativamente la produccion de esta
citocina, por lo que su uso debe ser cuidadoso tratando de evitar el contacto directo

de este cemento con los tejidos periapicales para evitar una respuesta inflamatoria.
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X. PROPUESTAS

Actualmente existe una gran variedad de cementos selladores
endododnticos para la préactica clinica, cada uno con diferentes caracteristicas,
ventajas y desventajas y, cada vez se van conociendo nuevos productos que nos
ayudarian a mejorar el pronéstico de un tratamiento, por lo que se deberian realizar
mas estudios sobre la gran diversidad de cementos actuales utilizando las diferentes
clases de citocinas proinflamatorias a tiempos de experimentacion mas prolongados
y en diferentes lineas celulares que nos ayuden a conocer cual cemento es el mas

seguro de utilizar.
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