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RESUMEN

Introduccion: La pulpitis es la inflamacion de pulpa dental la cual se origina por
multiples causas, sin embargo, las mas usuales son por caries, infecciones y
traumatismos. Una vez que la pulpa ha sufrido un dafio irreversible es necesario
realizar un tratamiento de conductos, requiriéndose para ello, materiales como
los selladores, los cuales deben causar una respuesta inflamatoria menor. Los
materiales de obturacion pueden extruirse al periapice, generando una respuesta
inmunoldgica, por lo que estos deben ser biocompatibles, como lo son los
bioceramicos, por lo anterior en el presente estudio se evalué la inflamacion
provocada por diferentes cementos selladores, a través de la cuantificacion de
diversas citocinas pro-inflamatorias. Materiales y métodos: Se utilizaron los
cementos selladores Biodentine® y MTA Blanco®, asi como el control positivo
de induccién de la inflamaciéon LPS, para evaluar dicho proceso en monocitos
aislados a partir de sangre periférica humana, esto por citometria de flujo.
Resultados: morfolégicamente el Biodentine® induce mayor activacién de las
células monociticas en comparacién al MTA Blanco®, el cual también activa a
las células, pero en mayor proporcion, morfolégicamente, en cuanto a la
liberacion de las citocinas, tanto el Biodentine® como el MTA Blanco®, inducen
la produccion y secrecién de las citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-10, IL-12 p70,
INF-y, TNF-a y MCP-1, sin embargo, esta liberaciéon es mayor en MTA blanco®
en algunas de estas citocinas evaluadas. Conclusién: el MTA Blanco® induce

mayor inflamacion en los monocitos aislados a partir de sangre periférica.

(Palabras clave: Cementos Bioceramicos, Inflamacién, Biodentine®, MTA
Blanco®)
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ABSTRACT

Introduction: Pulpitis is the inflammation of the dental pulp which originates from
multiple causes; however, the most common are cavities, infections and trauma. Once
the pulp has suffered irreversible damage, it is necessary to perform root canal
treatment, requiring materials such as sealants, which should cause a minor
inflammatory response. The filling materials can be extruded to the periapex,
generating an immunological response, so these must be biocompatible, as are
bioceramics. Therefore, in the present study, the inflammation caused by different
sealing cements was evaluated through quantification. of various pro-inflammatory
cytokines. Materials and methods: The sealing cements Biodentine® and MTA
Blanco®, as well as the positive control for induction of inflammation LPS, were used
to evaluate this process in monocytes isolated from human peripheral blood, this by
flow cytometry. Results: morphologically, Biodentine® induces greater activation of
monocytic cells compared to MTA Blanco®, which also activates the cells, but in a
greater proportion, morphologically, in terms of the release of cytokines, both
Biodentine® and MTA Blanco®, induce a great release of the pro-inflammatory
cytokines IL-6, IL-10, IL-12 p70, INF-y, TNF-a and MCP-1, however, this release is
greater in MTA Blanco® in some of these cytokines evaluated. Conclusion: MTA

Blanco® induces greater inflammation in monocytes isolated from peripheral blood.

(Keywords: Bioceramic Cements, Inflammation, Biodentine®, MTA Blanco®)

XV



1. INTRODUCCION

La pulpitis es la inflamacion de la pulpa dental producida principalmente por
caries, infecciones, fracturas o traumatismos. La inflamacion de los tejidos
periapicales es una secuela de la necrosis pulpar y se manifiesta con dolor,
hinchazén, drenaje purulento, pérdida de tejido éseo o incluso en la pérdida del
organo dental. Como consecuencia de la inflamacion e infeccion de los tejidos
periapicales se lleva a cabo la resorcion O6sea, provocando una
osteoclastogénesis y la acumulacion de citocinas proinflamatorias como
interleucina 6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)

y prostaglandinas E, entre otros mediadores (1)

Una vez que la pulpa ha sufrido un dafio irreversible es necesario realizar un
tratamiento de conductos, en el cual se extirpa el tejido organico e inorganico del
conducto radicular por medio de la instrumentacién biomecanica seguido de una
correcta desinfeccion. El paso final del tratamiento de conductos es el sellado
coronal y apical de los conductos radiculares, esto corresponde a la obturacion,
gue se lleva a cabo con el objetivo de evitar que bacterias ingresen al conducto
y posteriormente a la zona periapical (2)

El campo de accion de los selladores endodonticos se encuentra contenido
dentro del espacio del conducto radicular, pero al ser materiales viscosos y de
consistencia semiliquida, facilmente sufren el riesgo de extruirse a través del
foramen apical y los eluyentes entran en contacto con tejidos perirradiculares
ocasionando retraso en la cicatrizacion de heridas, irritacion, inflamacién, y en
algunos casos dafios celulares afectando también a actividades metabdlicas
O0seas normales sobre osteoblastos y osteoclastos perturbando la regeneracion
y remodelacion O0sea natural (3)Por esta razon, es necesario analizar algunos
cementos selladores para conocer si son biocompatibles e inertes, de manera

gue causen una respuesta inflamatoria minima.

Los bioceramicos son cementos selladores que son especialmente disefiados
para el uso clinico, que incluyen alimina, zirconio, vidrio bioactivo, vidrios

ceramicos, hidroxiapatita y fosfatos de calcio reabsorbibles. Existen en la

16



actualidad gran variedad de ellos en este estudio se utilizaron dos tipos,
Biodentine® y MTA Blanco® (4)

Biodentine® es un material bioactivo a base de silicato tricélcico disefiado
principalmente como sustituto de la dentina, es de fraguado rapido y se
recomienda ampliamente en endodoncia por su biocompatibilidad y sus
caracteristicas. El agregado de tiréxido mineral (MTA)® también es un material

bioactivo, tiene excelentes propiedades de sellado y ademés antimicrobianas (5)

Por sus caracteristicas beneficiosas de los cementos biocerdmicos en
comparacion con otro tipo de cementos selladores, en este estudio se tiene como
objetivo evaluar el efecto inflamatorio de dos cementos selladores endodoénticos

Biodentine® y MTA Blanco® en un cultivo primario de monocitos.
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1.1 MARCO TEORICO

Tejido pulpar

La pulpa es un tejido altamente vascularizado e inervado, que se encuentra
rodeado por dentina el cual es un tejido con capacidad de extenderse
limitadamente, externamente rodeado por esmalte y cemento, esto le sirve de
proteccion contra el ambiente bucal, en el cual se encuentran bacterias. La
circulacion sanguinea que se encuentra dentro de la pulpa tiene acceso a ella por
un orificio pequefio en el periapice llamado foramen apical, por donde entran
vasos sanguineos y fibras nerviosas encargadas de la sensibilidad dental (Figura
1) ()

El tejido pulpar tiene funcion nutritiva, formativa, inductora, sensitiva y de
defensa, estas funciones se ven limitadas cuando la pulpa sufre un dafio. La
pulpa juega un papel importante en el proceso de defensa, ya que evita que las
bacterias migren hacia el interior del diente, asimismo de tener en sus tubulos
dentinarios un liquido dentinario que es importante contra la entrada de
sustancias nocivas, ademas pueden estar presentes anticuerpos u otros agentes

antimicrobianos dentro de este liquido dentinario (figura 2) (6).

La pulpa esta equipada con los componentes celulares necesarios para el
reconocimiento inicial y el posterior procesamiento de antigenos, de ahi su
capacidad para provocar una reaccion de defensa inmunol6gica cuando ésta se
encuentra afectada o recibe algin estimulo. Los dafios pueden ser de origen
infeccioso, por traumatismo, quimicos, biolégicos o incluso un problema de
masticacion. La consecuencia de cualquier dafio que repercuta en la pulpa es la
produccion de una inflamacién pulpar, un proceso de mecanismo de defensa que
si no es tratada de manera adecuada esto eventualmente progresara a necrosis
o muerte pulpar. La inflamacion puede extenderse al hueso alveolar circundante

del diente y causar patologia periapical (6)
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Figura 1. Anatomia Dental. Se observan las diferentes estructuras que componen al
diente que son: esmalte, dentina, pulpa, ligamento periodontal, cemento, hueso

alveolar y pulpa dental (2)
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200 pan

Figura 2. Micrografia de la pulpa dental. A) Tejido pulpar a nivel microscopico B)

Tejido pulpar a nivel ultraestructura (6)

20



1.1.2

Enfermedades pulpares y periapicales

Las enfermedades pulpares son de origen infeccioso, quimico o traumaticos
principalmente, causando un proceso inflamatorio teniendo con ello un
mecanismo de defensa en donde se lleva una serie de procesos quimicos y
biologicos para la reparacion, no solo la respuesta inicial sino también la fase

reparadora se caracteriza por la migracion de diversas células inmunologicas (2)

Cuando la afectacion de la pulpa es de origen infeccioso y ésta no es tratada
conlleva a una periodontitis apical donde la pérdida del tejido pulpar explica la
pérdida de la funcién inmunolégica, lo que conlleva a que los microorganismos
puedan acceder al hueso alveolar a través del sistema de conductos radiculares

teniendo como consecuencia la periodontitis apical (Figura3) (7)
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Figura 3. Periodontitis apical asintoméatica. Se observa caries comunicandose con

pulpa dental, zona radioltcida en periapical. Fotografia del autor.
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Figura 4. Absceso apical crénico. Se observa caries extensa que llega al nervio

dental, zona radioltcida en zona de furca y asociada a raiz mesial. Fotografia del autor.
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Durante el tratamiento de endodoncia, las estrategias antibacterianas tienen
como obijetivo la eliminacién o al menos la reduccion de los microorganismos
dentro del sistema de conductos radiculares para permitir la curacion. El proceso
comienza con la inflamacibn y se resuelve mediante eliminacion del
inmundgeno/patogeno que induce la respuesta tisular. De este modo se puede

restablecer la integridad y funcion del hueso perirradicular (8).

Las infecciones producidas por microorganismos anaerobios y bacterias
gramnegativas son una de las causas mas importantes que pueden afectar a la
pulpa (9)

Es por ello que para establecer un plan de tratamiento se han propuesto distintas
clasificaciones de las enfermedades pulpares y periapicales, segun su etiologia,
sus manifestaciones clinicas, pero como lo dice Lasala (1992), la mayoria eran
clasificaciones histopatologicas, que no son practicas para la aplicacion clinica y

el establecimiento de un tratamiento (8).

Por consiguiente se ha establecido una clasificacién basada en hallazgos clinicos
y sintomatolégicos por parte de la clasificacion de la Asociacion Americana de
Endodoncia (AAE) en el 2018, en la cual se especifica que las enfermedades
pulpares y periapicales (tabla 1) se subdividen en pulpa sana, pulpitis reversible,
pulpitis irreversible sintomatica, pulpitis irreversible asintomatica, necrosis pulpar,
tejidos periapicales sanos, periodontitis apical sintomatica, periodontitis apical
asintomatica, absceso apical agudo, absceso apical cronico y osteitis
condensante, ésta clasificacion es la mas usada por los endodoncistas y se

establece de acuerdo la sintomatologia clinica y evaluacion radiografica.
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Tabla 1. Clasificacion de las enfermedades pulpares y periapicales segun la AAE

(2018).

CARACTERISTICAS

CARACTERISTICAS

subjetivos y objetivos en
donde Ila pulpa Vvital
inflamada retornard a la

normalidad.

No existen antecedentes

de dolor espontaneo.

Dolor transitorio de leve
a moderado provocado
por estimulos: frio, calor,

dulce.

Pruebas de sensibilidad
positivas, térmicas vy

eléctricas.

PULPAR . ]
CLINICAS RADIOGRAFICAS
PULPA NORMAL Clinicamente esta libre Sin alteracion
de sintomas y responde periapical.
positivamente dentro de
parametros normales a
las pruebas de
sensibilidad.
PULPITIS Diagnastico clinico No presenta
REVERSIBLE basado en hallazgos cambios.
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Obturaciones
fracturadas 0

desadaptadas o caries.

PULPITIS
IRREVERSIBLE
SINTOMATICA

Diagnastico clinico
basado en hallazgos
subjetivos y objetivos
indicando que la pulpa
vital inflamada es

incapaz de repararse.

Dolor a los cambios

térmicos.
Dolor referido,
espontaneo de

moderado a severo.

Dolor que disminuye con
el frio y aumenta con el

calor.

Pruebas de sensibilidad
positivas térmicas 'y
eléctricas.

El dolor permanece
después de retirado el

estimulo.
Dolor a la percusion

Puede presentar caries.

Posible
engrosamiento  del
espacio del ligamento
periodontal.

Zona radiolicida
localizada compatible

con caries.

Imagen radiopaca
compatible con
restauraciones

profundas.
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PULPITIS
IRREVERSIBLE
ASINTOMATICA

Diagndstico clinico
basado en hallazgos
subjetivos y objetivos
indicando que la pulpa
vital inflamada es

incapaz de repararse.

No hay sintomas
clinicos la inflamacién es
producida por caries,

trauma.

Exposicion pulpar por
caries, fractura coronal
complicada sin

tratamiento.

Pruebas de sensibilidad
(+) con respuesta
normal prolongada, en

ocasiones retardadas.

Sin alteracion
periapical. Posible
engrosamiento  del
espacio del ligamento

periodontal.

Zona radio ldcida en
la corona compatible
asociada a caries,
restauraciones

profundas o trauma.

NECROSIS
PULPAR

Diagnostico clinico que

indica muerte pulpar.

Usualmente no
responde a las pruebas
de sensibilidad (-) puede
dar falsos (+) en dientes
multiradiculares donde
no hay necrosis total de
todos los conductos, por

fibras nerviosas

Ligero
ensanchamiento del
espacio del ligamento

periodontal.

Radio lucidez de la
corona  compatible

con caries.

Radioopacidad
compatible con
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remanentes en apical y
estimulacion de fibras
del periodonto a la
prueba eléctrica.

Cambio de color coronal
gue puede ser de matiz

pardo, verdoso o gris.

Presenta pérdida de la
translucidez y la
opacidad se extiende a

la corona.

Puede presentar
movilidad y dolor a la

percusion.

Puede encontrarse el

conducto abierto a la

restauraciones

profundas.

cavidad oral.
PREVIAMENTE Diagnastico clinico No existen cambios
TRATADO indicando que el diente en los tejidos de
ha sido soporte circundante.
endodonticamente Conducto radicular
tratado. obturado en calidad y
longitud con
diferentes materiales.
PREVIAMENTE Diagndstico clinico que No existen cambios
INICIADO indica que el diente ha en los tejidos de

sido previamente

iniciado con una

soporte.
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pulpectomia 0

pulpotomia.

PERIAPICAL

TEJIDOS
PAICALES SANOS

Periodonto periradicular
sano.
Negativo a la palpacion y

percusion.

Espacio del
ligamento periodontal

uniforme.

Lamina dura intacta.

PERIODONTITIS
APICAL
SINTOMATICA

Dolor espontaneo o

Severo.

Dolor localizado

persistente y continuo.

Dolor tan severo que
puede interrumpir

actividades cotidianas.

Dolor a la percusion y

palpacion.

Sensacion de presion en

la zona apical del diente.

Se puede o0 no
observar cambios en
los tejidos de soporte

circundantes.

Puede  observarse
ensanchamiento del
espacio del ligamento
periodontal.

Puede o no estar
asociado a

radiolucidez apical.

PERIODONTITIS
APICAL
ASINTOMATICA

Generalmente
asintomatica o asociada

a molestias leves.

Tejidos circundantes
dentro de parametros

normales.

Respuesta positiva a

percusion.

Zona radiollcida
apical de origen

pulpar.
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Sensibilidad a la
palpacién, si  existe
compromiso de la tabla
Osea vestibular.

Pruebas de sensibilidad

y eléctricas negativas.

ABSCESO APICAL
AGUDO

Proceso infeccioso por

una necrosis pulpar.

Hora de comienzo
rapido.

Dolor espontaneo, dolor
a la presion, percusion y

palpacion.
Exudado purulento.

Inflamacion intra o

extraoral.

Dolor localizado vy

persistente.

Dolor constante y/o

pulsatil.

Dolor a la presion
(sensacién del diente

extruido).

Dolor localizado o difuso
de tejidos  blandos

intraorales.

Movilidad aumentada.

Puede o no revelar
cambios en el tejido
circundante

periapical.

Puede  observarse
ensanchamiento del
espacio del ligamento
periodontal o una
zona de reabsorcién
Osea apical, asociada
a una periodontitis

apical asintomatica.
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Dolor a la percusion.

Malestar general.

ABSCESO APICAL Proceso infeccioso por Zona radioltcida
CRONICO una necrosis culpar apical.
caracterizada por un Se debe realizar una
comienzo gradual. fistulografia con cono
Ligera sensibilidad. de gutapercha.
Presencia de fistula.
Asintomaético.
Pruebas de sensibilidad
negativa.
OSTEITIS Proceso inflamatorio Presencia de una
CONDENSANTE cronico de baja zona radiopaca
intensidad. apical difusa
concéntrica o]

Puede o0 no responder a

pruebas de sensibilidad.
Puede o no ser sensible
a palpacién ylo

percusion.

alrededor del tercio

apical radicular.

Se observa presencia
del espacio del
ligamento

periodontal.
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1.1.3 Tratamiento de conductos

La endodoncia comprende en la etiologia, prevencion, diagnostico y tratamiento
de las alteraciones patoldgicas de la pulpa y la region periapical, es por ello que
una vez que la pulpa sufre dafio y ésta es incapaz de recuperase es necesario
realizar un tratamiento de conductos, el cual consiste en una serie de pasos para
la preparacion biomecanica y quimica del tejido pulpar, con la utilizacion de
elementos especificos que logren este objetivo, los cuales consta de distintos
pasos como la realizacién del acceso coronal, la preparacion biomecanica del
conducto o de los conductos, desinfeccion en caso de existir microorganismos y

por ultimo un sellado lo mas hermético posible con la obturacion (10)

Una vez que la pulpa ha sufrido un dafio irreversible es necesario realizar un
tratamiento de conductos, en el cual se extirpa el tejido organico e inorganico del
conducto radicular por medio de la instrumentacion biomecénica con una correcta
desinfeccidn, después se sella para evitar posibles reinfecciones; éste es un
procedimiento que busca la preservacion del 6érgano dental en cavidad oral. El
éxito de este procedimiento se basa principalmente en cuatro factores: la
obturacién de conductos sin vacios, una longitud adecuada de instrumentacion y
obturacion, ausencia de lesion periapical pretratamiento y la restauracion coronal

perfectamente sellada (2).

El paso final del tratamiento de conductos es el sellado coronal y apical de los
conductos radiculares, éste corresponde a la obturacién, que se lleva a cabo con
el objetivo de evitar que bacterias ingresen a la zona periapical. En este contexto,
le proporciona una oportunidad de reparacién tisular a partir del reposo y
desinfeccién dado a los tejidos periapicales, logrando con ello favorecer a la
osteogénesis (formacion de osteocemento), reintegracion en la lamina ésea dura

y una reestructuracion del ligamento periodontal (11)
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1.1.4 Acceso coronal

El paso inicial después de una correcta técnica de anestesia segun el érgano a
trabajar y el aislamiento absoluto, es realizar un acceso hacia la camara pulpar,
este tiene como objetivo eliminar toda la caries si es que existe, conservar la
mayor estructura sana, el retiro de la cdmara pulpar, la eliminacion del tejido
pulpar coronal y lograr el acceso hacia el o los conductos radiculares con la
utilizacion de una fresa de carburo en donde el tamafio de ésta se seleccionara
de acuerdo con el érgano dental. Una vez que se llegue a camara pulpar se
realiza un remodelado para el acceso a los conductos de manera directa, con el

objetivo de tener mejor visualizacién y localizacion de estos (2)

Una cavidad de acceso correctamente preparada da un camino recto al sistema
de conductos, esto reduce el riesgo de fractura de instrumentos. La anatomia
interna de cada 6rgano dental dicta la forma del acceso, la visualizacion de esta
requiere de evaluacion de radiografias ademas del conocimiento de la anatomia

interna como externa de dichos 6rganos (2)

En los dientes anteriores, las cavidades de acceso se suelen preparar por la
superficie lingual, mientras que en los posteriores se realizan por la cara oclusal,
siempre previo al acceso a los conductos radiculares se tiene que eliminar el
tejido carioso, asi también como restauraciones, todo este proceso se debe hacer
con los instrumentos necesarios segun el caso lo requiera, pieza de alta, fresas
de carburo o de diamante, explorador endodontico, cucharilla endodontica,
puntas de ultrasonido de diferentes formas, ademéas de la utilizacion de
magnificacion para tener una mejor visualizacion a la zona de los conductos, esta
puede ser de lupas o de microscopio, todas estas herramientas nos facilitaran la

preparacion de un correcto acceso y la localizacion de conductos (Figura 5) (2)
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Figura 5. Acceso coronal de un primer premolar superior derecho. Acceso
realizado en cara oclusal, encontrando dos conductos uno en vestibular y otro palatino,

se observa itsmo que conecta ambos conductos. Fotografia del autor.
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1.1.5 Preparacion biomecanica

Una vez que se tenga acceso hacia los conductos radiculares se procede a la
preparacion biomecanica del conducto radicular que consiste en obtener
inicialmente, un acceso directo y franco a las proximidades de la union cemento-
dentina. Esta preparacion se realiza por medio de su limpieza quimico-mecanica,
para darle una conformacion conica en sentido apice/corona, con el proposito de
hacer que su obturacibn sea mas facil y hermética, ademas de la mejor
desinfecciébn posible.  Donde los principios basicos de la preparacion
biomecanica son la eliminacion de los tejidos blandos y duros afectados,
proporcionar el acceso a las soluciones de irrigacion y desinfeccién hasta la zona
periapical, crear un espacio para la colocacién de medicamentos y subsiguiente
la obturacion, por ultimo, conservar la integridad de las estructuras radiculares
2)

Schilder ha reportado que los conductos deben prepararse con una conicidad
uniforme y continua, sin embargo, este objetivo facilita la obturacion mas que la
eficacia antimicrobiana. Para la desinfeccion optima, la forma de la preparacion
y la eficacia antimicrobiana estan intimamente relacionadas con la eliminacion de
la pulpa y dentina infectada, con la ayuda de la creacién de un espacio en donde

pueda llegar el irrigante lo mejor posible (12)

1.1.6 Obturacién

En el tratamiento de conducto todas las fases deben enfrentarse con igual
atencibn e importancia, por ser consideradas actos operatorios
interdependientes. La obturacion del conducto radicular consiste en el sellado
hermético del sistema de conducto con un material que tenga las mejores
propiedades y las mas adecuadas, este material es el cemento endoddntico y el
nacleo central que es la gutapercha, lo que se busca con estos materiales es que
tengan el mejor sellado, evitar el intercambio de fluidos tisulares del periapice
hacia el interior del espacio endodontico y mantener el conducto libre de

microorganismos (2)

35



Con respecto a la obturacion de conductos actualmente existe una amplia
variedad de técnicas de obturacion, la mayoria basadas en el concepto de un
ndcleo central que le da soporte como los conos de gutapercha y un material de
adhesién entre la dentina y el nucleo central tal como el cemento sellador, la
gutapercha es uno de los nucleos centrales mas utilizados y posicionado como
uno de los mejores por sus principales ventajas que van desde su plasticidad,
facil manipulacion, minima toxicidad, radiopacidad hasta su facil eliminacion con

calor o solventes del conducto radicular (2).

Por otro lado encontramos a los cementos selladores, los cuales ayudan a
lubricar durante el proceso de obturacidén, sellan los espacios entre las paredes
dentinarias y el nucleo central o material obturador, llenan los huecos e
irregularidades del conducto radicular, rellenan conductos accesorios dificiles de
acceder y unen el espacio entre puntas de gutapercha utlizadas en la
compactacion lateral, permitiendo cumplir con el propdsito de obtener un sellado

impermeable a fluidos y bacterias (2)

El campo de accién de los selladores endoddnticos se encuentra contenido
dentro del espacio del conducto radicular, pero al ser materiales viscosos y de
consistencia semiliquida, facilmente sufren el riesgo de extruirse a través del
foramen apical y los eluyentes entrar en contacto con tejidos perirradiculares
ocasionando retraso en la cicatrizacion de heridas, irritacion, inflamacion, y en
algunos casos dafios celulares afectando también a actividades metabdlicas
O0seas normales sobre osteoblastos y osteoclastos perturbando la regeneracion

y remodelacion 6sea natural (3)

El material de obturaciéon de uso endoddéntico ademas de las propiedades fisico
guimicas necesarias para el sellado hermético del conducto, debe tener
compatibilidad biol6gica en las regiones apicales y periapicales, por lo tanto, debe
ser inerte, o ser capaz de inducir la mineralizacion apical, o induciendo el sellado
bioldgico del foramen radicular, respuesta considerada ideal en el tratamiento

endodontico (2)
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En un estudio radioldgico sobre el éxito y el fracaso, Ingle cols. indicaron que en
un 59% de los fracasos se debian a una obturacidén incompleta. Una preparacion
inadecuada del sistema de conductos puede dificultar la desinfeccién y por
consiguiente la obturacién(2,11)

Los requisitos para un material ideal de obturacién dentro de un contexto
bioldgico son; buena tolerancia tisular, ser reabsorbido en el periapice en casos
de sobreobturaciones accidentales, estimular o permitir la aposicién de tejido
fibroso de reparacion, estimular o permitir la aposicion de tejido fibroso de
reparacion en el foramen, tener accion antimicrobiana, no desencadenar
respuesta inmunoldégica en los tejidos apicales y periapicales y no ser mutagénico

o cancerigeno (11)

Dentro de las propiedades fisico quimicas son; facilidad de introduccién en el
conducto radicular, ser plastico en el momento de la introduccion y fraguar
posteriormente, propiciar buen tiempo de trabajo, permitir un sellado del conducto
radicular lo mas hermético posible, no debe experimentar contracciones, no debe
ser permeable, debe tener buena fluidez, tener buena viscosidad y adherencia,
no solubilizarse en el interior del conducto radicular, tener pH préximo a neutro,
ser radiopaco, no manchar las estructuras dentales, ser susceptible de

esterilizacion y ser facil de remover (10)
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Figura 6. Tratamiento endododntico deficiente. Se observa falta de longitud de
trabajo, instrumento separado en raiz mesial, deficiencia en la obturacion, raiz distal

con poste de metal. Fotografia del autor.
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1.16.1 Clasificacion de los cementos de obturacion

Al pasar de los afios se han usado diversos cementos selladores, estos han sido
formulados con diversos materiales quimicos, asi como particulas diferentes
ademas de tener propiedades variables, se han innovado en la creacion de estos
cementos, buscando el ideal. Dentro de la clasificacion de los cementos
selladores segun su composicién son; cementos a base de Oxido de zinc y
eugenol (ZOE), cementos a base de resinas plasticas, cementos a base de
hidroxido de calcio, cementos a base de ionomeros de vidrio, cementos a base

de silicona y actualmente los cementos mas recientes son los bioceramicos (2)

Los cementos selladores a base de ZOE se han usado durante mucho tiempo,
contienen polvo de éxido de zinc y liquido de eugenol, estos experimentan
reabsorcion si pasan a los tejidos perirradiculares, tiene tiempo de fraguado largo,
se contraen al fraguar, se pueden disolver y pueden tefir la estructura dental.
Ademas, estos tienen como ventaja su efectividad antimicrobiana, mas sin
embargo a pesar de esta beneficiosa ventaja han sido sustituidos por selladores

de otros materiales (13)

Ademas de los selladores a base de ZOE se emplearon cementos a base de
hidroxido de calcio, estos selladores en sus inicios fueron disefiados para ofrecer
actividad terapéutica, posteriormente se utilizaron como cementos selladores,
estos tienen una desventaja ya que la solubilidad es necesaria para la liberacion
de hidroxido de calcio y para mantener su actividad, y esta propiedad esta en
desacuerdo con el objetivo de un cemento sellador ademas este cemento tiene

como desventaja que no fragua de manera correcta (2)

Por otro lado, los selladores de ionébmeros de vidrio se han aconsejado para la
obturacion debido a sus propiedades de adhesion a la dentina, sin embargo, en
diversos estudios se ha demostrado que estos tienen poca actividad

antimicrobiana por lo que en la actualidad no son usados (2)

Otro tipo de cementos usados en la actualidad son los cementos selladores de

resina, de los cuales existen dos categorias principales; basados en resinas
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epoxidicas y con base de resinas de metacrilato. Evidencia previa ha demostrado
gue los selladores y cementos a base de resina o que contienen resina a menudo

son citotoxicos para diversas subpoblaciones celulares (14)

Los selladores de conductos radiculares a base de resina epoxi, combinados con
gutapercha, han sido los materiales mas utilizados en tratamientos de
endodoncia. Los selladores a base de resina epoxi poseen excelentes
propiedades fisicas, como una reaccion de fraguado lento, baja solubilidad, alto
caudal, baja contraccion de polimerizacién volumétrica y adaptacion a las

paredes de la dentina de los conductos (15)

1.1.6.2 Cemento endodoéntico de tipo bioceramico

Los cementos bioceramicos son materiales cerdmicos disefiados
especificamente para uso médico y dental. Estan compuestos por alumina,
circonio, vidrio bioactivo, vitroceramica, hidroxiapatita y fosfato de calcio. Estos
se clasifican en materiales bioactivos o en bioinertes en funcion de su interaccion
con el tejido vivo circundante, los materiales bioactivos, como el vidrio y el fosfato
de calcio interactian con el tejido circundante para fomentar el crecimiento de
tejidos duros. Los materiales bioinertes, como la circonia y la alimina, producen
una respuesta insignificante del tejido circundante y no tienen ningun efecto
biol6gico. Estos materiales bioactivos se clasifican ademas segun su estabilidad
en degradables o no degradables (16)

Actualmente han aumentado los estudios de cementos selladores bioceramico,
por las propiedades que lo distinguen de ser mas biocompatible en comparacion
con los cementos selladores de otra composicion. Estos cementos selladores
fueron inducidos por Torabinejad y White en la década de 1990, estos polvos
ceramicos son las mismas fases ceramicas presentes en el cemento de Portland,
pero los cementos selladores endoddnticos son polvos mas finos y puros e

incluyen excipientes radiopacos (13)
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Los bioceramicos exhiben propiedades de biocompatibilidad debido a su similitud
con la hidroxiapatita, con capacidad de inducir una respuesta regenerativa en el
cuerpo humano. Cuando se coloca en contacto con el hueso, el mineral

hidroxiapatita tiene un efecto osteoconductor, lo que lleva a la formacién de hueso
(4)

Existen dos ventajas principales asociadas con el uso de materiales bioceramicos
como selladores de conductos radiculares. En primer lugar, su biocompatibilidad
evita rechazo de los tejidos circundantes. En segundo lugar, los materiales
bioceramicos contienen fosfato de calcio que mejora las propiedades de fraguado
de los bioceramicos y da como resultado una composicion quimica y una
estructura cristalina similar a los materiales de apatita para dientes y huesos,
mejorando asi la union del sellador a la dentina radicular. Sin embargo, una
desventaja importante de estos materiales es la dificultad para retirarlos del

conducto radicular en un retratamiento (4).

Se desconoce el mecanismo exacto de unién del sellador bioceramico a la
dentina radicular; sin embargo, se han sugerido los siguientes mecanismos para

los selladores a base de silicato de calcio:

Difusion de las particulas del sellador en los tubulos dentinarios para producir

uniones mecanicas.

La infiltracion del contenido mineral del sellador en la dentina intertubular da como
resultado el establecimiento de una zona de infiltracion mineral producida

después de desnaturalizar las fibras de colageno como un sellador alcalino.

Reaccion parcial del fosfato con hidrogel de silicato de calcio e hidroxido de
calcio, producida a través de la reaccion de los silicatos de calcio en presencia
de la humedad de la dentina, dando como resultado la formacion de hidroxiapatita

a lo largo de la zona de infiltracién mineral. (4).

El uso clinico en endodoncia de los cementos selladores bioceramicos es
especificamente para casos como; obturaciones, reabsorciones radiculares,

perforaciones, apexificaciones y obturaciones retrégadas, también son utilizados
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para recubrimientos pulpares, fueron desarrollados nuevos materiales

biocompatibles con el fin de mejorar el resultado clinico (figura 7) (17)
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Recubrimiento

pulpar indirecto

Reparacion de

perforaciones

Reabsorciones

Apexificaciones

Recubrimiento

pulpar directo

Pulpotomias

Obturaciones

Retroobturaciones

Figura 7. Uso de los bioceramicos. Diferentes aplicaciones en endodoncia de los

cementos bioceramicos: recubrimiento pulpar indirecto, reparacion de perforaciones,

reabsorciones, apexificaciones, recubrimiento

obturaciones y retroobturaciones (17)

pulpar

directo, pulpotomias,
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1.16.2.1 Agregado de trioxido mineral (MTA)®

MTA® es una mezcla de silicato dicalcico, silicato tricalcico, aluminato tricalcico,
sulfato de calcio, aluminoferrita tetracalcica y oxido de bismuto, el cual es
empleado como un cemento bioactivo originalmente disefiado como reparacion
endododntica y obturacion radicular, es un material con propiedades fisicas y
fraguado favorables. Recientemente, el MTA® se ha convertido en un sustituto
comun del Ca (OH)2, y los resultados de estudios clinicos disponibles que
comparan MTA® con Ca (OH)2 indican su superioridad. El polvo de MTA® se
compone de finas particulas hidrofilas que se endurecen al mezclarse con agua.
Sus indicaciones son en recubrimiento pulpar directo, pulpotomia, obturacién
radicular, apexificaciones y reparacion de perforaciones. Es considerado un
cemento bioceramico, altamente compatible, el Ca?* liberado por el MTA®,
mejora la viabilidad, proliferacion y diferenciacion osteoblastica y el OH- aumenta
la alcalinidad del ambiente, lo que es desfavorable para el crecimiento bacteriano.
Los cementos a base de silicato de calcio son biomateriales activos; es decir,
tienen la capacidad de inducir una situaciéon favorable en respuesta de los tejidos
del huésped (18)

1.1.6.2.2 Biodentine®

El Biodentine® es un cemento de silicato de calcio de fraguado rapido fabricado
especificamente como material dental y comercializado como sustituto de
dentina, para recubrimiento pulpar y otras aplicaciones similares a las del MTA®.
La cantidad de Ca?* liberada por el Biodentine® es mayor que la del MTA®,
induce la diferenciacion celular en células similares a odontoblastos, ademas de
tejido mineralizado y la formacion de dentina reparadora. Se puede utilizar para
procedimientos vitales de recubrimiento pulpar y otras aplicaciones en
endodoncia que involucran dentina, reparacion de cemento y regeneracion
pulpar, en situaciones como reabsorciones radiculares. Esta compuesto por
silicato tricalcico, silicato dicélcico, carbonato célcico, 6xido de calcio, 6xido de

zirconio como radiopacador (18)
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1.1.7

Inflamacion

La biocompatibilidad y bioactividad son propiedades importantes para los
selladores endodonticos porque mantienen contacto con los tejidos y pueden
influir en la reparacion. Ambas propiedades estan directamente relacionadas con
la composicion del material. Esté bien informado que los selladores de silicato de
calcio promueven una baja citotoxicidad e inducen una reaccion inflamatoria
moderada (19)

Algunos cementos se ha reportado que ocasionan inflamacion, la cual se define
como una compleja respuesta protectora, indispensable en la defensa de un
organismo ante un estimulo biolégico, quimico o fisico. En una inflamacion
aguda, participan leucocitos que migran desde la circulacién hacia el sitio de la
lesion atraidos por un gradiente de concentracién quimica que incluye citocinas,
proteinas y moléculas de la fase de respuesta temprana con el fin de eliminar el
estimulo que esta causando la reaccion inflamatoria y posteriormente iniciar la
reparacion del tejido. Cuando la inflamacién se vuelve persistente como resultado
de la exposicion prolongada del estimulo o una accion inapropiada de la
respuesta, se vuelve crénica, y con ello se puede causar un dafio tisular y fibrosis
(20)

Los macréfagos juegan un papel fundamental en la resolucién y regulacion de la
respuesta inflamatoria ya que liberan una gran variedad de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias después de ser estimulados (20)

1.1.8 Macrofagos

Los monocitos permanecen en la medula 6sea por menos de 24 h, luego estos
pasan a la circulacién y son distribuidos por todo el cuerpo. Una vez los monocitos
se localizan en los tejidos se diferencian a macréfagos. Esta diferenciacion
(monocito a macrofago) involucra gran cantidad de cambios: la célula crece de 5
a 10 veces, sus organelos incrementan tanto su nimero como su complejidad,
adquieren habilidad fagocitica, produce altas concentraciones de enzimas liticas

y empieza a secretar gran variedad de factores solubles. Los macréfagos son
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activados por gran variedad de estimulos en el curso de la respuesta

inmunoldgica (21)

Los macrofagos son células del sistema inmunitario innato que desempefan
funciones como el reconocimiento de agentes extrafios a través de sus
receptores de patrones de superficie, multiplicacion de células inmunitarias hasta
el mayor namero posible para poder eliminar el patdgeno por medio de la
produccion de citocinas y quimiocinas pro inflamatorias que reclutan otra células
inmunitarias al sitio en cuestiéon o pueden producir citoquinas antiinflamatorias
una vez que se haya controlado la infeccion de patdogenos por medio de la

fagocitosis y la secrecién de mediadores proinflamatorios y antimicrobianos (22)

Los macréfagos pueden migrar y circular entre casi todos los tejidos, buscando
la presencia de patdgenos y eliminando células muertas, también pueden
detectar productos bacterianos y otros microorganismos utilizando un sistema de
receptores que reconocen patrones como los receptores tipo Toll. Ademas, son
células que provienen de precursores de la medula ésea y estan situados en la
mayoria de los tejidos del cuerpo, tiene un papel muy importante en la defensa
del huésped (23).

Los macréfagos son células importantes inmunoldgicas innatas que estan
asociadas con dos tipos distintos: un subconjunto proinflamatorio M1 con
funciones prototipicas de macréfagos, como la produccion de citocinas
inflamatorias y actividad bactericida, y un subconjunto antiinflamatorio M2
relacionado con procesos de cicatrizacion de heridas y reparacion de tejidos. Se
ha investigado que los macrofagos activados clasicamente (M1) producen
Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 1 (IL-1) y Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), mientras que los macréfagos activados alternativamente (M2) producen IL-10
y Factor de Crecimiento Transformador Beta (TGF-B) y se cree que estan

asociados con la reparacién de tejidos (1)
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1.19

Citocinas proinflamatorias

Las citocinas son mensajeros moleculares de naturaleza glicoproteica, que tienen
el objetivo de coordinar la interaccion entre las células involucradas en la
inflamacion regulando y amplificando las respuestas. Son principalmente
secretadas durante la respuesta inmunoldgica de tipo innata por macréfagos,
células dendriticas y células natural killer (NK) y en la inmunidad adaptativa por
células presentadoras de antigeno (CPA) y linfocitos. Algunas citocinas
involucradas en la respuesta inflamatoria son IL-6, IL-1, IL-2, TNF- q, Interferén-
Y (IFN-y), TGF-B, entre otras (24)

1.1.10 IL-4

La IL-4 es producida y secretada principalmente por los linfocitos T activados y
actua preferentemente promoviendo la activacion, proliferacion y diferenciacion
de los linfocitos B. Interviene en forma decisiva en la induccion de las células Th2

que regulan la inmunidad humoral (25)

La IL-4, también llamada factor de crecimiento de los linfocitos B, es un mediador
importante de la activacion de las células B, dependiente de las células T. La
IL-4 ejerce un efecto inhibidor sobre la resorcion Osea a traveés de efectos
negativos sobre los osteoclastos, suprime la sintesis de citocinas
proinflamatorias, incluidas la IL-1 y el TNF. IL-4 también estimula la expresién
génica de la fosfatasa alcalina (ALP), el colageno tipo |, la sintesis de
osteopontina y osteocalcina, que son glicoproteinas no colagenas de la matriz
0sea, en humanos, células similares a osteoblastos y, en consecuencia, causan

mineralizacién (25)

1.1.11 IL-6

La IL-6 es producida por diversos tipos celulares: monocitos, macréfagos,
linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos, células de la glia,
adipocitos y células epiteliales intestinales, entre otras. Los principales estimulos
para su sintesis y liberacién son las infecciones por ciertos microorganismos,
particularmente virus y bacterias y la accion de otras citocinas, como la IL-1 TNF-

47



a y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Es una citocina
pluripotencial ya que tiene acciones tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias. En la actualidad se le reconoce como el principal mediador de
la respuesta de fase aguda. La IL-6 promueve la diferenciacién y maduracion de
los linfocitos T y B, estimula la produccién de inmunoglobulinas por parte de
células B, inhibe la secrecion de citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-
1. En este sentido, la IL-6 tiene acciones antiinflamatorias y junto con el aumento
de la produccién del cortisol, ayuda a controlar la respuesta inflamatoria (26)

La IL-6 se han encontrado en tejido pulpar inflamado y lesiones periapicales. Esta
interleucina controla el reclutamiento de neutrofilos e induce la diferenciacion de
linfocitos By T. IL-6 es una citocina proinflamatoria, producida principalmente por
linfocitos, monocitos y macréfagos que desempefia un papel importante en la
respuesta inmunolégica y ha sido asociada con enfermedades inflamatorias
como artritis reumatoide, enfermedades periodontales y lesiones endodonticas.
Los materiales a base de silicato de calcio generan una reaccion inflamatoria en

donde se ha observado la expresion de esta interleucina (26)

1.1.12 IL-10

Es producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de inhibir la sintesis
de IFN y de IL-2 por parte de los linfocitos T. Es la principal citocina
antiinflamatoria, actuacion que ejerce a través de la inhibicion de la sintesis de

IL-1, IL-6 y TNF por parte de los macrofagos (27)

IL-10 es una citocina antiinflamatoria asociada con la sintesis de colageno, la
proliferacion celular y la inhibicién de la activacion osteoclastica. La IL-10 es una
de las citocinas inmunosupresoras mas importantes, y su produccion limitada

podria ocurrir como consecuencia de una produccion reducida de TNF-a (27)

1.1.13 IL-12 p70

La interleucina 12 (denominada IL-12p70 y comunmente denominada IL-12) es

una importante citocina inmunorreguladora producida principalmente por
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células presentadoras de antigenos. La expresion de IL-12 durante la infeccion
regula las respuestas innatas y determina el tipo de respuestas inmunes
adaptativas. La IL-12 induce la produccion de IFN-y activa la diferenciacion de
las células T CD4 +(28).La 1L12p70 es producida por células B, células
fagociticas y algunas células presentadoras de antigenos. Esta citocina
promueve respuesta de linfocitos T citotoxicos y la hipersensibilidad de tipo
retardado que son los principales mediadores del rechazo. La accion principal
de IL-12p70 es mejorar la proliferacion de células T activadas por IL-2 vy

aumentar la induccion de IFN (29)
1.1.14 TNF

Es un mediador clave para la regulacién de la respuesta inmunoldgica en
organismos sanos Yy condiciones de enfermedad. Modula el desarrollo del
sistema inmunoldgico, vias de sefializacion, regula los procesos metabdlicos y la
proliferacion celular (24). Puede iniciar la cascada de la inflamacién y la induccién
de produccion de citocinas, activacion y expresion de moléculas de adhesion
(27). EI TNF-a es una citocina proinflamatoria producida por macrofagos y
monocitos durante la inflamacion aguda, y es responsable de los diversos tipos
de sefializacion dentro de las células, llevandola a necrosis o apoptosis (24)

TNF-a y la IL-1 pueden provocar la activacion de células inmunoldgicas y
estromales residentes y el reclutamiento de leucocitos, principalmente neutrofilos
con la posterior activacion de fagocitosis y secrecion de péptidos antimicrobianos.
TNF-a es una citocina proinflamatoria critica que juega un papel fundamental en
la patogénesis de los trastornos inmunolégicos y el desarrollo de tumores y regula
las reacciones inflamatorias sistémicas tanto agudas como crénicas. Se ha
observado la expresion de TNF en diversos estudios con cementos endoddnticos

en los primeros tiempos, aunque su produccion disminuye a niveles
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insignificantes a mayor tiempo. Ademas, las citocinas proinflamatorias como la

IL-1 y TNF han sido reportadas como inductoras de la resorcion 6sea (27)

1.1.15 IFN-y

El IFN-y es producido principalmente por las células NK, los linfocitos T, los
linfocitos T CD4+ y los CD8+, ademas de fuentes adicionales como los linfocitos
B y las células presentadoras de antigenos como lo son: los macrofagos, los
monocitos y las células dendriticas. Esta citocina da lugar a una serie de
respuestas en las células macrofagos, las células T CD4+ y en las células
cancerosas, que son inducidas por la cascada de sefializaciones activadas por
el IFN-y (30)

IFN-y induce la diferenciacion de células T CD4+ virgenes en células Th2. IL-1 e
IFN-y mejorar la expresion de moléculas de adhesion celular en células
endoteliales vasculares in vitro. INF ejerce efecto inhibidor sobre la resorciéon
Osea a través de efectos negativos sobre los osteoclastos. Se ha observado que
IFN derivado de células Thl puede desempefar un papel importante en el
proceso patologico de inflamacion local como la periodontitis apical (25)

1.1.16 Proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1)

La proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1/CCL2) es un miembro de la
familia de quimiocinas CC y un potente factor quimiotactico para los monocitos.
MCP-1 es una quimiocina importante que desempefia un papel crucial en una
serie de condiciones patolégicas como enfermedades cardiovasculares,
patologias cerebrales, trastornos éseos y articulares, infecciones respiratorias,
canceres y disfuncion endotelial. El papel de esta quimiocina es fundamental en
la inflamacion, la MCP-1 se una a su receptor y activa asi las vias de sefializacion
gue regulan la migracion de células. Al fomentar el reclutamiento de leucocitos,
MCP-1 participa en respuestas inmunitarias protectoras durante las infecciones
(31)
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Se ha demostrado que CCL2 recluta monocitos en focos de inflamacion activa.
Sin embargo, aun no esta claro si los monocitos utilizan las mismas sefiales
moleculares para migrar a los tejidos como parte del flujo de salida constitutivo o
en estado estacionario de la sangre. En este sentido, se ha proporcionado
evidencia que describe la participacion de la prostaglandina E2 en la atraccion
de los monocitos al sitio de inflamaciéon y su madurez en macréfagos. EI MCP-1
secretado o inyectado en la piel llega a los ganglios linfaticos de drenaje donde
puede presentarse en la superficie de las vénulas endoteliales altas (HEV) para
el reclutamiento de linfocitos. Ademas, MCP-1 es principal quimiocina

responsable del reclutamiento de monocitos (32)
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1.2 ANTECEDENTES

Vosoughhosseini y cols. en 2008 realizaron un estudio para evaluar la
inflamacion provocada por MTA Blanco® (Tooth colored formula, Dentsply, Tulsa,
OK, USA) y MTA gris (Denstsply, Tulsa Dental, Tulsa, OK, USA), empleando un
modelo in vivo con ratas Wistar. Ellos descubrieron que en un periodo de 7 dias
los grados de inflamacién fueron altos para ambos grupos, consistiendo en una
infiltracion densa de células inflamatorias, sin embargo, en un periodo de 15 dias
no hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo
control (33)

Brackett y cols. realizaron un estudio in vitro en el 2010 comparando tres
cementos selladores, el agregado de triéxido mineral blanco (WMTA, Dentsply,
Tulsa, OK, USA), preparaciéon de MTA® (Dentsply, Tulsa, OK, USA) y AH -Plus®
(Dentsply Caulk, Milford, DE), los resultados mostraron que los tres selladores
provocaron un aumento general en la secrecion de citocinas del 20% o mas frente

a los controles (34)

En un estudio realizado en el 2017 se emplearon diferentes selladores
endodonticos y se demostré que Sealapex®, Pulp Canal Sealer® presentaron
actividad citotoxica moderada para todos los tiempos de extraccion. En este
estudio se eligieron fibroblastos gingivales humanos por la estrecha relacion

entre ellos y los cementos selladores endodonticos (35)

Abuarqoub y cols. en el 2022 elaboraron un estudio donde utilizaron la linea
celular monocitica humana THP-1 y las células madre progenitora de la pulpa
dental (DPSC) a las cuales les colocaron Biodentine® y obtuvieron como
resultado que en el tratamiento de macrofagos activados con Biodentine®, IL-6 e
IL-10 estaban reguladas positivamente. A nivel genético, encontraron que los
macrofagos tratados con Biodentine® exhibieron una regulacién negativa de las
citocinas proinflamatorias como IL-8 e IL-1 y una regulacion positiva de citocinas
antiinflamatorias, IL-10 y TGF-$ (1)
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También se ha evaluado de manera conjunta la citotoxicidad de cuatro cementos
a base de silicato de calcio, Biodentine®, mezcla enriquecida con calcio (CEM),
Tech Biosealer Endo® y ProRoot MTA® empleando monocitos, encontrando que
la citotoxicidad celular disminuia significativamente al aumentar el tiempo de
almacenamiento independientemente del tiempo de incubacion, aunque a las 48
h se observé que Biodentine® y ProRoot MTA® tuvieron una biocompatibilidad
similar (36)

En un estudio realizado por Luo cols. en el 2013, se investigd el efecto
proliferativo, migratorio y de adhesion del Biodentine® en cultivos celulares de
hDPSC de terceros molares retenidos, se usaron extractos de Biodentine® en
diferentes concentraciones, 0.02mg/ml, 0.2mg/ml, 2mg/ml y 20 mg/ml, y se
mostré una expresion MCP-1 mayor en la exposicion de hDPSC a 0.2 mg/ml

durante 24 h en comparacion con las otras concentraciones (37)

Por todo lo anteriormente descrito, es necesario analizar algunos cementos
selladores para conocer si son biocompatibles e inertes, de manera que causen
la menor respuesta inflamatoria. Por lo que en el presente trabajo de
investigacion se evalué la inflamacién provocada por diferentes cementos

selladores, a través de la cuantificacion de diversas citocinas pro-inflamatorias.
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1.3 JUSTIFICACION

Todas las etapas que conlleva el tratamiento de conductos son importantes, la
obturacion es el paso final por lo que se debe de realizar con materiales de alta
calidad y que sean biocompatibles con los tejidos tisulares. La utilizacion actual
de cementos selladores de silicato tricalcico favorece este proceso, por sus
caracteristicas de bioactividad y nula citotoxicidad, es por ello que en caso de
extrusién de cemento en periapical este tipo de materiales serian los ideales para
no generar una respuesta inflamatoria y con ello disminuir el éxito o el fracaso del

tratamiento.

Los resultados de esta investigacidbn nos permitirdn conocer cual de los dos
cementos selladores promueven la liberacién de citocinas inflamatorias al estar
en contacto con los monocitos, células importantes en el proceso inflamatorio.
Los resultados nos permitiran seleccionar aquel cemento sellador que induzca
una menor generacion de respuesta tisular y de esta manera aumentar las
posibilidades de éxito en el tratamiento de conductos y por ende disminuir el

riesgo de fracaso.
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1.4 HIPOTESIS

Los cementos selladores endodonticos provocan respuesta inflamatoria en un

cultivo primario de monocitos.
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo General
Evaluar el efecto inflamatorio de Biodentine®, MTA Blanco® en un cultivo
primario de monocitos.
15.1.1 Objetivos Especificos
1.-Determinar el nivel de expresion de IL-6, IL-10, IL-12 p70, TNF-a, INF-y y MCP-

1 en cultivo primario de monocitos expuestos a los cementos selladores
Biodentine®, y MTA Blanco®.

2.-Comparar el efecto inflamatorio generado por los cementos selladores

Biodentine®, y MTA Blanco® en cultivo primario de monocitos.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.1 Lugar de recoleccion de muestra

El presente estudio fue llevado a cabo en los Laboratorios de Microbiologia
Molecular e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas de la

Universidad Auténoma de Sinaloa.

2.1.2 Disefio experimental

Se realizd un estudio experimental, in vitro, transversal, prospectivo y

comparativo.

2.1.3 Poblacion de estudio

Se trabajé con un cultivo primario de monocitos humanos el cual fue aislado a
partir de sangre periférica extraido por venopuncion de un individuo

aparentemente sano.

2.2 Disefio metodolégico

2.2.1 Criterios de Inclusion

-Sin enfermedades crénico-degenerativas
-No enfermedades autoinmune

-Mayor de edad

-Peso mayor a 60 kg

-No usar drogas

-Firmar consentimiento informado
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2.3.2

2.3 METODOLOGIA

Obtencion de sangre periféricay aislamiento celular:

Para obtener los monocitos que fueron estimulados por los diferentes cementos
y controles se realizd6 la extraccion de sangre periférica por venopuncion,
posteriormente se agitd ligeramente el tubo para evitar la coagulacién, después
se diluyo la sangre en voliumenes iguales con solucion salina, posteriormente se
agregara en un tubo con ficol en una relacién 1:1. Posterior a eso se realizo
centrifugacion a 400 g durante 30 minutos. Se recuper6 el anillo de células, para
posteriormente realizar un lavado por centrifugacion afiadiendo 200 microlitros
de solucion de separacion PBS 1X y EDTA). Se realiz6 conteo celular utilizando
la cAmara de Neubauer y el total de células que se obtuvieron, fueron colocadas
en cultivo en una caja de 6 pocillos durante 24 h para permitir su adherencia
incubando en condiciones atmosfera de CO2 al 5% a 37 °C con humedad relativa,

siendo estas ultimas las consideradas como condiciones estandar.

Preparacion de medios condicionados:

Pare poder realizar las interacciones de los diferentes cementos con los
monocitos, se diluyeron 20 pg/pl de cada cemento en 1 ml de medio DMEM y se
colocaron en agitacion durante 24 h. Posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm
durante 15 minutos, y se recuperdé el sobrenadante con una jeringa hipodérmica

de 2 mly se filtré con un filtro de 0.22 pm.

2.3.3 Cultivo celular

Los monocitos/macréfagos obtenidos de un cultivo celular primario se
mantuvieron en medio DMEM suplementado (10% suero bovino fetal, 1%
antibiotico-antimicético) para su expansion en una atmésfera de CO2 de 5% a

37°C. El aislamiento se realiz6 por adherencia.
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2.3.4 Estimulacion

Los cementos selladores utilizados fueron Biodentine® y MTA Blanco®. Para
cada grupo, 20x104 células fueron incubadas en medio que contenian 20 mg/ml
del cemento a evaluar durante 24 h. Se agrego6 a estos grupos, un control positivo
(LPS) y un control negativo (DMEM).

2.3.5 Citometria de flujo

2.4

Después de la estimulacion del cultivo primario por 24 h utilizando el medio
condicionado se realizé la identificacion y cuantificacion de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias de los sobrenadantes del cultivo mediante
citometria de flujo (BDAcuri C6) para lo cual se utilizé el kit comercial BD™
cytometric bead array (CBA) human Th1/Th2 cytokine Kitt Il, para la cuantificacion
de las citocinas mediante citometria de flujo. En cajas de 24 pozos se colocaron
200,000 células/pozo con medio de cultivo estdndar permitiendo la adherencia 'y
establecimiento celular durante 24 h. Posteriormente, se removié el medio de
cultivo y se colocaron 1 ml de los medios condicionados o medio DMEM como
control negativo y control positivo LPS de Salmonella typhymurium a una
concentracion de 100 ug/ml. Tras 24 h de exposicion a los estimulos se evaluo
la produccion de citocinas mediante el método de matrices de perlas citométricas
(CBAS).

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se representaron
como promedios = SD. Se utiliz6 ANOVA para comparar las diferencias entre los
promedios. Un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo.
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3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento de monocitos a partir de sangre periférica

Se logro aislar monocitos a partir de sangre periférica, obteniendo una gran
viabilidad celular caracterizada por una alta adherencia de células a la superficie
del plastico, conservando la morfologia esférica (Figura 8).
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24 h 48 h

Monocitos

Figura 8. Monocitos aislados de sangre periférica humana a las 24 y 48 h post-
incubacion. A las 24 h post-incubacion se muestran monocitos con morfologia
esférica pobremente adheridos a la superficie plastica y con gran contaminacion de
plaguetas. Después de 48 h las células muestran adherencia al sustrato y una
apariencia tipica de monocito, exhibiendo morfologia redondeada e interacciones entre

ellas mismas, formando colonias.
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3.2 Ensayos con cementos endodonticos: Biodentine® y MTA Blanco®

Una vez que se realizaron las interacciones se tomaron evidencias fotograficas a
las 24 h de incubacion (figura 9). Las células sin estimulo (solo medio DMEM),
se mostraron adheridas al sustrato con apariencia semiestrellada, sin signos de
alteracion morfolégica, estas caracteristicas fueron empleadas para definir a la
célula sin activacion. En el cultivo de células con medio DMEM acondicionado
con MTA Blanco® se observa morfologia heterogénea, es decir algunas células
con morfologia fusiforme y otras redondeadas, lo cual es un signo de inicio de
activacion de la célula. Este mismo comportamiento también se visualizé con
Biodentine® donde se observé una morfologia epitelioide caracteristica de un
monocito activado por interaccion de prolongaciones citoplasméticas. En el
contexto del control positivo, el LPS indujo la activacion y posteriormente la
apoptosis de los monocitos, observandose restos celulares. El Biodentine® es un

material que ocasiona activacion de los monocitos.
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A) . | .
Q) . ) .

Figura 9. Monocitos aislados de sangre periférica humana incubados con B)
MTA®, C) Biodentine® y D) LPS como control positivo, durante 24 h. En A) se
observa el control negativo en DMEM, células con morfologia normal de monocitos.
En B) MTA®, algunas células cambiaron su morfologia redondeada por morfologia
fusiforme, lo cual es un signo de inicio de activacién. En C) Biodentine®, las células
presentan una morfologia epitelioide caracteristica de un monocito activado por
interaccién de prolongaciones citoplasmaticas. Y en D) LPS como control positivo se

indujo la apoptosis de las células.

63



3.3 El Biodentine® promueve la produccion y secrecion de IL-6

Como parte de la cuantificacion de IL-6 a partir de sobrenadante de cultivo
correspondiente a la exposicion con el cemento de Biodentine®, se encontr6 una
alta liberacion de esta citocina con valores de 166.97+ 22.77 pg/mL, la cual fue
estadisticamente significativa (p=0.0001) en comparacion a los monocitos sin
estimulo, ademas, en el grupo de MTA Blanco®, se tuvo una liberacién de 57.45+
8.12 pg/mL, dicha liberacion también fue considerada significativa en
comparacion al control (p=0.0001), al momento de comparar contra el control
positivo de LPS, también se mostré un aumento significativo de la liberacién de
IL-6 (p=0.0001). Con base a estos resultados tiene que la condicion que indujo
mayor liberacion de esta citocina proinflamatoria fue el Biodentine®, pero de igual
manera también el MTA Blanco® se considera un estimulo que favorece la

inflamacion (Figura 10).
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Figura 10. Cuantificacion de la liberacién de la citocina IL-6 en condiciones
estandar, en interaccion con el Biodentine®, el MTA Blanco®y el control positivo
de LPS. . Se puede observar que el Biodentine® induce mayor respuesta con respecto

a MTA blanco®.
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3.4 Biodentine® y MTA Blanco® promueven la produccién y secrecion de
IL-10

En el contexto de la cuantificacion de IL-10 en sobrenadante, la interaccion de
macrofagos con Biodentine® mostré valor de concentraciéon de 50.71+10.43
pg/mL, siendo este dato estadisticamente significativo (p=0.0001) en
comparacion con el grupo control con DMEM, de igual forma en el grupo con el
estimulo de MTA se obtuvo una expresion de esta interleucina de 50.14+4.80
pg/mL mostrando este dato significativo con el grupo sin estimulo (p=0.0001).
Ademas, se obtuvo en el grupo control positivo un aumento significativo
estadisticamente (p=0.0001) en la liberacién de IL-10. Como resultado de esta
medicion se obtuvo que ambos cementos aumentan significativamente la citocina

proinflamatoria IL-10 en las mismas proporciones (Figura 11).
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Figura 11. Cuantificacion de la liberacion de la citocina IL-10 en condiciones
estandar, en interaccion con el Biodentine®, el MTA Blanco®Yy el control positivo
de LPS. Se observa que no hay diferencia de estimulacion en ambos ensayos al no
presentar diferencias en la concentracion de esta citocina por parte de ambos

cementos usado, pero si de ambos con respecto al control DMEM.
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3.5 MTA Blanco® promueve la produccion y secrecion de IL-12 p70

Los resultados obtenidos de la expresion de IL-12 p70 con el grupo experimental
de Biodentine® mostraron una alta liberacion al obtenerse un valor de 67.12+
9.39 pg/mL, siendo este dato estadisticamente significativo (p=0.0001), en
comparacion al grupo sin cemento, sin embargo, se obtuvo mayor expresion de
IL-12 p70 en el grupo donde se usé cemento sellador MTA Blanco® 94.87+ 20.11
pg/mL considerandose este dato significativo estadisticamente (p=0.0001),
comparandolo con el grupo del DMEM. Ademas de observarse en el grupo de
control positivo de LPS también una alta liberacion de esta citocina. Se observa
una mayor promocion de la liberacién de IL-12 p70 en el grupo de MTA Blanco®
(Figura 12).
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Figura 12. Cuantificacion de la liberacion de la citocina IL-12 p70 en condiciones
estandar, en interaccion con el Biodentine®, el MTA Blanco®y el control positivo
de LPS. Se muestra mayor efecto de liberacion de esta citocina por efecto de MTA

Blanco®, con respecto a Biodentine®.
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3.6 MTA Blanco® tiene mayor liberacion de IFN-y

Los monocitos expuestos al grupo del bioceramico Biodentine® una liberacion
alta de INF-y en concentracion de 4.89+ 0.76 pg/mL en comparacién con el grupo
DMEM, siendo estadisticamente significativo (p=0.0001), ademas el grupo del
cemento MTA Blanco® mostro la mayor expresion de IFN-y con datos de
concentracion de 5.10+ 0.67 pg/mL en comparacion con todos los grupos incluido
el DMEM vy el control positivo de LPS, mostrando datos significativos
estadisticamente (p=0.0001). Estos resultados indican que el cemento sellador
bioceramico de tipo MTA Blanco® promueve mayor liberacion de IFN-y

comparandose con todos los grupos, incluido el control positivo LPS (Figura 13).
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Figura 13. Cuantificacion de la liberacion de la citocina IFN-y en condiciones
estandar, en interaccion con el Biodentine®, el MTA Blanco®Yy el control positivo
de LPS. Se observa una fuerte expresion de IFN-y promovida por MTA blanco®, en
menor cantidad por parte de Biodentine® sin embargo ambos resultan tener mayos

induccion de esta citocina con respecto al control positivo LPS.
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3.7 MTA Blanco® mayor expresion de MCP-1

La expresion de MCP-1 en los monocitos expuestos a Biodentine® mostré un
valor de 442.85+ 59.83 pg/mL que al ser comparado con el grupo sin estimulo
(DMEM) este valor resulto significativo estadisticamente (p= 0.0001), también se
observa una alta expresion de MCP-1 en el grupo con MTA Blanco® 853.27
+196.84 pg/mL en comparacion con el grupo DMEM, estos valores son
estadisticamente significativos (p=0.0001). Ademdas, se mostré la mayor
expresion de MCP-1 en el grupo control positivo (LPS) con valor de 2464.14+
208.72 pg/mL siendo estadisticamente significativo (p=0.0001). Por lo que
observamos que el cemento MTA Blanco® muestra la mayor liberacion de MCP-
1, sin embargo, no iguala los niveles de liberacion promovidos por el control

positivo (Figura 14).
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Figura 14. Cuantificacion de la liberacion de la citocina MCP-1 en condiciones
estandar, en interaccion con el Biodentine®, el MTA Blanco®Yy el control positivo
de LPS. Se observa que la mayor expresion de MCP-1 esta inducida por MTA
blanco®, seguida por Biodentine®, sin embargo, no superan la alta expresion

generada por el control positivo LPS.
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3.8 Biodentine® muestra alta expresion de TNF-a

De acuerdo a los resultados obtenidos, Biodentine® induce una expresion alta
de TNF-a con valor de 1121.24 +113.71 pg/mL mostrando este dato significancia
estadistica(p=0.0001) con el grupo sin estimulo (DMEM), también el grupo
cemento MTA Blanco® mostrd alta expresion de este factor 1059.40+ 13.29
pg/mL mostrando diferencia significativa con el grupo sin estimulo. Ademas, se
observa nula expresion de TNF-a en el grupo control positivo LPS en
comparaciéon con todos los grupos. Por lo que el Biodentine® promueve una
mayor liberaciéon de TNF-a en comparacion a todos los demas estimulos (Figura
15).
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Figura 15. Cuantificacion de la liberacion de la citocina TNF-a en condiciones
estandar, en interaccion con el Biodentine®, el MTA Blanco®Yy el control positivo
de LPS. Se observa que la mayor expresion de TNF-a esta inducida por Biodentine®,

seguida por MTA Blanco®, sin embargo, no superan la alta expresién generada por el

control negativo DMEM.
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4. DISCUSION

Los materiales introducidos en procedimientos, como terapias pulpares vitales,
terapias de endodoncia regenerativa, reparaciones de perforaciones, asi como
en materiales de obturacion, deben poseer como caracteristica principal la
biocompatibilidad (38). El MTA® el cual es una mezcla de silicato dicalcico,
silicato triciclico, aluminato tricalcico, sulfato de calcio, aluminoferrita tetracalcica
y oxido de bismuto, el cual se utiliza habitualmente en dichos procedimientos, ya
gue se considera altamente biocompatible. Por otro lado, el Biodentine®, es un
material a base de silicato de calcio que ha demostrado una gran
biocompatibilidad en multiples lineas celulares, mejores propiedades de
manipulacion y un tiempo de fraguado mas corto en comparacion con MTA® (38),
por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto inflamatorio de estos

dos cementos en contacto con células monociticas.

El analisis morfoldgico de los monocitos resultante por las interacciones con el
Biodentine ® y el MTA ® blanco no ha sido reportado con anterioridad, sin
embargo, ya ha sido reportado en células madres de la pulpa dental humanas
(DPSC), como lo realiz6 Agrafioti y cols. (2016), donde evalud la viabilidad de las
DPSC en contacto con Biodentine® en comparacion con MTA®, ellos
compararon como afectaba solubilizar ambos materiales en medio acido y
solucién salina, resultando en que las DPSC que interaccionaron con ambos
materiales solubilizados en &acido citrico tomaron una morfologia tipo
fibriblastoide con el citoesqueleto alargado, mientras que los materiales
solubilizados en solucion salina, especificamente el Biodentine, inducia una
morfologia menos fibroblastoide (38). Los resultados de este estudio coinciden
con los obtenidos en nuestro trabajo, en donde las células tras la exposicion a
los estimulos muestran una forma heterogénea la cual esta relacionada con la
activacion de las células monociticas, especificamente el Biodentine® induce
prolongaciones citoplasmaticas en los monocitos, lo que indica que se

encuentran activados (5)
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Las células inflamatorias como los monocitos desempefian funciones claves en
la respuesta inflamatoria y la cicatrizacion en la zona periapical. Ha sido
ampliamente reportado que estos tipos de células interactian con los selladores
endodonticos después del tratamiento de conductos (27). En este estudio,
investigamos la expresion de citocinas para simular y predecir una posible
reaccion inflamatoria, con fin de obtener una compresion mas profunda de estas
interacciones y funciones en la practica clinica. Observamos que tanto
Biodentine® como MTA Blanco® estimularon la produccién de las citocinas,
como la IL-10 en la cual ambos cementos selladores potenciaron de manera
significativa su liberacién, en comparacion del grupo sin estimulo (DMEM). Este
hallazgo coincide con otros estudios en los que se ve un aumento de la
produccion significativa de IL-10 en primeros tiempos, sin embargo, la presencia

de esta es indetectable en un tiempo de 12 h post- interaccion (19).

Otras de las interleucinas observadas en los procesos inmunoldgicos durante la
inflamacion son la IL-6 y el TNF-a, las cuales desempefian un papel fundamental
en los mecanismos de la enfermedad aguda y la evolucién a una inflamacién
cronica. Perez y cols. (2021) realizaron un estudio con diferentes cementos
endododnticos, como el MTA® en células del ligamento periodontal y células
mononucleares de sangre periférica, donde fueron evaluadas a diferentes
tiempos y se observé un aumento gradual de la produccién de IL-6 y TNF-a en el
cemento bioceramico MTA®; sin embargo, las concentraciones de IL-6 y TNF-a
fueron indetectables a las 24 horas. Datos que se asemejan a los resultados
obtenidos en nuestra investigacion en donde se vio una alta produccion de IL-6 y
TNF-a resultado de la interaccion con MTA Blanco® (27).

En nuestro estudio se observa una expresion positiva mayor de la IL-12 p70 en
el grupo experimental de MTA Blanco® comparado con el del Biodentine®,
ambos con diferencia significativa en el grupo sin estimulo (DMEM). El aumento
de esta citocina coincide con estudios realizados con Biodentine® en cultivos de
macroéfagos activados, donde se observa una regulacion positiva de IL-12 y una

regulacion negativa de esta citocina en el grupo no tratados (39).
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La expresion de IFN-y no ha sido reportada en células monociticas utilizando
cementos selladores endodonticos, especificamente en Biodentine® y MTA
Blanco®, sin embargo, si se ha observado en hDPSC en donde se mostré una
regulacion positiva de IFN-y en células tratadas con Biodentine®, asi como se
muestra en nuestra investigacion la expresion de IFN-y con diferencia
significativa en comparacion el grupo sin estimulo (DMEM), no obstante se
observa mayor expresion de IFN-y en el MTA Blanco® que en los dos

mencionados anteriormente (18).

MCP-1 es una de las quimiocinas clave que regulan la migracion y la infiltracion
de monocitos/macréfagos, que se encuentran en los procesos inflamatorios. En
nuestro estudio, se obtuvo la mayor liberacién de MCP-1 en el grupo de MTA
Blanco®, comparado con los grupos de Biodentine® y DMEM, lo que difiere con
estudios previos realizados en hDPSC en donde el Biodentine® mostré mayor
aumento en la secrecion de MCP-1 y ademas fue significativamente mayor que
el grupo del MTA®. Esta diferencia pudo darse por el tipo celular usado, ya que
en nuestro estudio utilizamos células monociticas las cuales son las que

directamente actuan en los procesos inflamatorios (40).
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5. CONCLUSIONES

Biodentine® indujo mayor produccion y secrecion de IL-6 y TNF-a en comparacion al

MTA Blanco®.

Tanto Biodentine® como MTA blanco ® estimularon significativamente la produccion

y secrecion de la citocina proinflamatoria IL-10.

Interesantemente el grupo del MTA Blanco® promovido una mayor produccion y
secrecion de IL-12 p70, IFN-y, MCP-1, en comparaciéon al Biodentine® y los demas

grupos.

Morfologicamente Biodentine® mostré mayor cantidad de células activadas que el
MTA Blanco®, sin embargo, en cuanto a produccion de citocinas, fue el MTA Blanco®
el que indujo mayor secrecion de citocinas en los monocitos aislados a partir de sangre
periférica humana, porque este cemento se considera que causa mayor inflamacion

en el modelo in vitro.
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