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Resumen 
Introducción: El Mercurius-Heel®S es un medicamento homeopático, utilizado para tratar patologías infecciosas principalmente de cavidad oral como la gingivitis y la periodontitis, el componente principal de este medicamento es el Mercurius solubilis, sin embargo se desconoce su efecto citotóxico o antiinflamatorio sobre fibroblastos gingivales humanos (FGH). Materiales y métodos: Fue utilizada la línea celular ATCC CRL-2014 de FGH, las células fueron tratadas con Mercurius-Heel®S a concentraciones de 300 mg/ml a 0.0005 mg/ml y como control se utilizaron células sin tratamiento. La viabilidad celular fue medida mediante la prueba colorimétrica MTS® y la expresión de citocinas (IL1β, TNFα e IL10) presentes en sobrenadante fue realizada por ELISA. El análisis estadístico se realizo mediante la prueba t para grupos independientes. Resultados: El incremento de la viabilidad celular con respecto al control fue mayor a concentraciones bajas del medicamento p=0,0005. En referencia a la producción de citocinas no se observaron diferencias estadísticamente significativas a las diferentes concentraciones de Mercurius-Heel®S. Conclusión: El Mercurius-Heel®S no mostró efecto citotóxico sobre FGH y tampoco evidencio incremento significativo de IL1β, IL10 y TNFα.











Abstract
Introduction: Mercurius -Heel ® S is a homeopathic medicine used to treat infectious diseases of the oral cavity such as gingivitis and periodontitis , the major component of this drug is Mercurius solubilis, however its cytotoxic or anti-inflammatory effect is unknown on Human Gingival Fibroblasts (HGF). Methods: It was used the cell line ATCC CRL- 2014 HGF, cells were treated with Mercurius -Heel ® S at concentrations of 300 mg / ml to 0.0005 mg / ml and were used as control cells without treatment. Cell viability was measured by the colorimetric assay MTS ® and cytokine expression ( IL1β , TNFα and IL10 ) present in supernatants was performed by ELISA . Statistical analysis was performed using the t test for independent groups.  Results: The increase in cell viability relative to the control was higher at low concentrations p = 0.0005. The production of cytokines, no showed statistically significant difference at the various concentrations were observed Mercurius -Heel ® S. Conclusion: Mercurius -Heel ® S is not showed cytotoxic effect on HGF nor evidenced significant increase in IL1β , IL10 and TNFα.
Top of Form












Resumo 
Introdução: Mercurius -Heel ® S é um remédio homeopático utilizado para tratar doenças infecciosas, da cavidade oral, tais como gengivite e periodontite , o principal componente do medicamento é Mercúrio solubilis , no entanto o seu efeito citotóxico ou anti - inflamatório é desconhecido em Fibroblastos Humanos Gengivais (FHG). Métodos: Foi utilizada a linha de células ATCC CRL -2014 FHG, as células foram tratadas com Mercurius -Heel ® S , em concentrações de 300 mg / ml de 0,0005 mg / ml, e foram usadas como as células de controlo sem tratamento . A viabilidade celular foi medida através do ensaio colorimétrico MTS ® e expressão de citoquinas ( IL1β , TNFα e de IL-10 ) presente em sobrenadantes foi realizada por ELISA . A análise estatística foi realizada utilizando o teste t para grupos independentes. Resultados: O aumento na viabilidade celular em relação ao controlo foi superior em baixas concentrações de p = 0,0005 . A produção de citocinas , não houve diferença estatisticamente significativa para as várias concentrações foram observadas Mercurius -Heel ® S. Conclusão: Mercurius -Heel ® S não apresentou efeito citotóxico sobre FHG nem evidenciado aumento significativo IL1β , IL10 e TNFα.












INTRODUCCIÓN
Los intentos para intervenir una exacerbada respuesta inflamatoria del huésped durante el curso de la enfermedad periodontal, involucran fármacos complementarios a la terapia básica (Sinha et al., 2012). Una alternativa es la medicina antihomotóxica (Almirantis, 2013; Clausen et al., 2011). 
La homotoxicología fue desarrollada en el año 1955 por el médico alemán Hans-Heinrich Reckeweg, sin embargo el reciente interés de los médicos y odontólogos en proveer terapéuticas naturales que estimulen y fortalezcan el sistema inmunitario de su paciente, ha fomentado el planteamiento de proyectos innovadores en odontología, ciencia en la cual se ha iniciado la aplicación de medicamentos antihomotóxicos en forma discreta (Eames y Darby, 2011; Shaw, 2010; Mathie y Farrer, 2007).
Actualmente, se han establecido diversos protocolos de manejo biológico que incluyen este tipo de medicamentos, los cuales son administrados en dosis diluídas (decimales y centesimales) adecuados para cada patología (de Oliveira et al., 2011). El Mercurius-Heel®S,  es uno de éstos medicamentos y es propuesto como parte del tratamiento de base o primera elección en la vía oral para el manejo de la gingivitis, abscesos, aftas orales y para el tratamiento sintomático de la periodontitis, enfatizando su utilidad en enfermedades supurativas e inflamatorias no sólo a nivel oral sino también en tejidos periamigdalares (Farrer et al., 2013; Nayak et al., 2012; de Oliviera et al., 2011; Mousavi et al., 2009). Su composición es Mercurius solubilis Hahnemanni D10 consistente en mercurio amidonitrato,  Heparsulfuris D8, Lachesis D12, Phytolacca americana D4, Ailanthus altissima D3, Echinacea angustifolia D3  30 mg, Atropa belladonna D4. Sus excipientes son estearato de magnesio y lactosa.
El mercurius solubilis, uno de los componentes principales de Mercurius-Heel-S®, es extraído del cinabrio y está presente en fuentes termales y volcanes. Cuando es utilizado en homotoxicología y homeopatía, es disuelto en ácido nítrico, formando partículas que se secan y se pulverizan permitiendo su posterior uso (Almirantis, 2013; de Oliveira et al., 2011). A pesar de esto, la seguridad y citotoxicidad de Mercurius-Heel-S® sobre fibroblastos gingivales, no ha sido demostrada representando un obstáculo ético para la implementación clínica de este tipo de medicamento. De igual manera no se han documentado si los efectos nocivos ocasionados a la intoxicación por mercurio aparezcan como resultado de la administración de este medicamento, aunque los  índices terapéuticos Heel®, aclaran que dentro de las reacciones adversas producidas por este medicamento puede presentarse sialorrea y casos de hipersensibilidad en casos aislados.
Cabe recordar que los fibroblastos gingivales, son células que participan activamente sobre en los eventos inmunes e inflamatorios de la enfermedad periodontal, debido a que junto a otras células de defensa, producen citocinas pro-inflamatorias (Baek et al., 2013; Ara et al., 2013) como la Interleuquina 1ß (IL 1ß) (Sawada et al., 2013; Bhawal et al., 2012), y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF α) principalmente (Arancibia et al., 2013; Guimarães et al., 2011). Por otra parte, citocinas anti-inflamatorias como la interleuquina 10 (IL-10), que controla una respuesta inflamatoria exacerbada (Gómez-Florit et al., 2013; Morandini et al., 2011). De esta forma,  la regulación de las funciones de los fibroblastos gingivales con medicamentos antihomotóxicos, podría tener un gran potencial terapéutico en periodoncia. El objetivo de este estudio fue establecer el efecto MercuriusHeel®S sobre fibroblastos gingivales cultivados in vitro a diferentes tiempos y concentraciones del medicamento.
















MATERIALES Y MÉTODOS
Este estudio, fue dividido en dos fases: la primera consistió en establecer la viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos cultivados in vitro estimulados durante 15 minutos y 2 horas con MercuriusHeel®S. En la segunda fase se determinaron los perfiles de citocinas pro-inflamatorias: Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF α) e  Interleuquina 1 Beta (IL 1 ß)  y antinflamatorias: Interleucina 10 (IL10), que fueron producidas por los fibroblastos luego de su estimulo.
Cultivo celular: Se utilizaron fibroblastos gingivales humanos ATCC CRL-2014 obtenidos del Centro de Investigaciones Odontológicas  de la Facultad de Odontología de la Pontificia Universidad Javeriana. Las células fueron cultivadas con medio D-MEM (medio esencial modificado de Dulbecco) suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, 100 U /ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina (SIGMA, USA). Los pases se realizaron mediante desprendimiento enzimático, con tripsina 0.25% (SIGMA, USA) y EDTA 1mM (GIBCO) a 37° C durante 2 minutos, transcurrido ese tiempo se inactivó la tripsina con medio DMEM suplementado y se centrifugó durante 5 minutos a 2000 rpm. 
Preparación de Mercurius Heel®S: Se trituraron 2 tabletas de 300 mg deMercuriusHeel®S,  en un  triturador de pastillas de Acu-Life® y posteriormente fueron añadidas al DMEM para lograr las concentraciones deseadas 300 mg/ml a 0.0005 mg/ml, realizando diluciones en base de 3, a partir de 300mg/ml.
Prueba de citotoxicidad: La prueba utilizada fue un ensayo colorimétrico utilizando el reactivo de tetrazolio (MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) Promega®. Para esta prueba se utilizaron placas de 96 pozos y se sembraron 4.000 células por pozo. Se permitió su adherencia durante 24 horas, se cambió el medio y se aplicaron los tratamientos por triplicado con MercuriusHeel®S, a las concentraciones de 300 mg/ml a 0.0005 mg/ml mostradas en la figura 1, durante 15 minutos y 2 horas, y se retiró el tratamiento. El grupo control consistió en células mantenidas en medio de cultivo y no tratadas. Posteriormente fue colocado a cada pozo medio D-MEM completo y se incubó por 24 horas más. Transcurrido ese tiempo se adicionó el reactivo MTS según las recomendaciones del fabricante. Finalmente luego de 2 horas fueron leídas en el espectrofotómetro a 490 nm.
Medición de citocinas: En la segunda fase se realizó el Ensayo Inmunoenzimático Ligado a Enzimas (ELISA) para establecer perfiles de citocinas presentes en los sobrenadantes como Interleucina 1 Beta (IL 1ß),  Interleucina 10 (IL10) y Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF α). Los fibroblastos fueron tratados con MercuriusHeel®S a los 15 minutos y 2 horas de exposición con un tiempo de recuperación de 24 horas en cajas de 25 cm2 (500.000 células/caja). Los controles fueron de forma similar a la prueba del MTS. Se seleccionaron las concentraciones de 0,13 mg/ml a 0,0005 mg/ml y se utilizó la concentración de 300mg/ml como referencia a la cantidad de Mercurius presente por tableta. Los kits utilizados fueron Quantiquine (R&D Systems), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Análisis estadístico: En la primera parte del análisis estadístico, se inició evaluando si las variables seguían una distribución normal utilizando la prueba de Shapiro Wilk, dado que no se identificaron desviaciones de dicha distribución, se supusieron normales. Luego se compararon los promedios entre cada uno de los grupos a través de la prueba t para grupos independientes.  Posteriormente, se realizó un análisis descriptivo que permitiera establecer los perfiles de citocinas producidos por fibroblastos gingivales cultivados in vitro y estimulados con MercuriusHeel®S. 
















RESULTADOS
En la Tabla 1 se presentan los datos del promedio de absorbancia y el porcentaje de viabilidad según los diferentes tiempos de exposición al Mercurius Heel ®S. Se observa, que los mayores porcentajes de viabilidad fueron los tratamientos de 15 minutos con respecto al de las dos horas. Al realizar una comparación entre estos dos tiempos, se observaron diferencias estadísticamente significativas p=0.009, observando que los resultados obtenidos luego de 15 minutos de tratamiento muestran una mayor proliferación celular con respecto a las 2 horas.

Por otra parte, en la tabla 1 se observa que los mayores porcentajes de viabilidad independientemente del tratamiento de 15 minutos y 2 horas, se observa a las concentraciones más bajas de Mercurius Heel®S aproximadamente desde la concentración de 3,7mg/ml hasta 0.0005 mg/ml. 

A los 15 minutos de tratamiento, se observaron diferencias estadísticamente significativas a partir de la concentración de 3,7 mg/ml de Mercurius Heel®S con respecto al control (células sin tratamiento) p< 0,001, mientras que a las dos horas de tratamiento, se observaron diferencias estadísticamente significativas a las concentración de 3,7 mg/ml a 0,4 mg/ml y de 0,015 mg/ml a 0,0005 mg/ml de Mercurius Heel®S con respecto al control p=0,0005.

Estos resultados nos sugieren que a corto tiempo el tratamiento en contacto con las células es suficiente para obtener buenos resultados. Lo que de cierta forma puede indicar que la tableta de Mercurius Heel®S el tiempo que tarda en disolverse en boca (aproximadamente 15 minutos) es suficiente para su mejor y mayor resultado.

La segunda fase del estudio, se evaluaron las concentraciones de citocinas producidas por los fibroblastos gingivales humanos luego del estímulo del Mercurius Heel®S. En la figura 1 se muestran los perfiles de IL-1 ß, TNF α, e IL-10. En este caso y basados en los resultados del MTS las células fueron tratadas a las concentraciones de 300 mg/ml (equivalente a 1 tableta) y desde 0,13 mg/ml hasta 0,0005 mg/ml de Mercurius Heel®S concentraciones que presentaron mayor viabilidad celular.


Con respecto a la IL-1 ß(Figura 1A) se observa en general una mayor producción en concentraciones intermedias del tratamiento (0.13 a 0.005mg/ml) mientras que a concentraciones bajas (0.0005mg/ml) y elevadas (300mg/ml) del medicamento su producción fue menor. A través del tiempo (15 minutos y dos horas) de exposición, no se observan diferencias estadísticamente significativas ni entre tiempos ni entre tratamientos p=0,71 y p=0,18 respectivamente.

En referencia al TNF α (Figura 1B), no se observa una tendencia definida relacionada con las concentraciones en ninguno de los tiempos estudiados. Sin embargo, la mayor producción se observa a 0.13 y 0.01 mg/ml tanto a los 15 minutos como a las 2 horas. En las menores concentraciones de 0.005, 0.0005 mg/ml,  así como en altas concentraciones 300 mg/ml y 0.04 mg/ml de Mercurius Heel®S disminuye la producción de TNF α por parte de los fibroblastos gingivales humanos. Al comparar la cinética de esta citocina es muy similar tanto a los 15 minutos como a las 2 horas de tratamiento. No se observan diferencias estadísticamente significativas en estos tiempos p=0,66, y con respecto a los diferentes tratamientos tampoco se observaron diferencias estadísticamente significativas p=0,16.

Por último, la producción de IL-10 (Figura 1C),en general fue la citocina que junto con la IL1β tuvieron menor concentración en el presente estudio (menor a 400mg/ml de citocina), además se puede observar que tanto a los 15 minutos como a las 2 horas, existe una tendencia a aumentar la concentración de IL-10 a medida que disminuye la concentración de Mercurius Heel®S, encontrándose las concentraciones más altas de esta citocina a los 0.0005 mg/ml contrario a esto, las concentraciones más bajas de IL-10 se observan a la mayor concentración del medicamento (300 mg/ml). Adicionalmente, la producción resulta similar a los 15 minutos comparada con las 2 horas. No se observan diferencias estadísticamente significativas ni entre tiempos ni entre tratamientos p=0,98 y p=0,34 respectivamente.






DISCUSIÓN
La presente investigación se planteó con el fin de determinar el efecto del Mercurius-Heel®-S sobre la viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos cultivados in vitro; con el fin de ver su posible uso como parte del tratamiento de la enfermedad periodontal, caracterizada por una respuesta inflamatoria generada por bacterias periodontopatógenas como la Porphyromona gingivalis ocasionando una reabsorción ósea y perdida en el tejido de soporte del diente (Hajishengallis et al., 2011). 
En un estudio realizado por Farrer y colaboradores en el 2013, evaluaron la prescripción homeopática en enfermedad periodontal aguda y crónica principalmente con Hepar sulphuris, Arsenicum album, Calcarea carbonicum, Mercurius corrosivus, entre otros, dichas prescripciones fueron hechas por tres odontólogos a 51 pacientes durante 18 meses en el Reino Unido, encontrando resultados positivos en cuanto a la reducción de la bolsa periodontal, sugiriendo que la homeopatía es un área promisoria en el tratamiento de la enfermedad periodontal.
Se ha propuesto que el MercuriusHeel®S puede ser utilizado para diversas patologías orales como gingivitis y periodontitis, sin embargo no se ha documentado el efecto que presenta este medicamento en los fibroblastos gingivales humanos. El Mercurius solubilis, es el mayor componente del MercuriusHeel®S; es extraído del cinabrio, también conocido como cinabrita, compuesto en un 85% por mercurio, presente en fuentes termales y volcanes (de Oliveira et al., 2011).
En la presente investigación, uno de los principales hallazgos fue el aumento de la viabilidad celular. Se observó que el MercuriusHeel®S no presentó ningún efecto citotóxico en los fibroblastos gingivales humanos, al utilizar concentraciones entre 300mg/ml (una tableta) a 0,0005mg/ml. Al igual que en el estudio de Oliveira, nosotros también obtuvimos mejores resultados en concentraciones bajas del medicamento, lo que favorece lo descrito por la homotoxicología, donde se considera que cuanto más diluido esté un medicamento homeopático, más potentes es (Rutten, 2011; Novella et al., 2008; Gold et al., 2008). Por otra parte, también observamos que a corto periodo de tiempo (15 minutos) es suficiente para obtener buenos resultados, tiempo en el cual la tableta se disuelve en boca (Patel et al., 2010; Chandira et al., 2010), y su efecto puede observarse hasta 48 horas después de ejercido el estímulo. 
En la segunda fase del estudio, se establece que los niveles de citocinas pro-inflamatorias TNF α e IL-1 ß  producidas por fibroblastos tratados con MercuriusHeel®S son mayores a concentraciones bajas del medicamento, siendo muy poca la diferencia a través de los tiempos de exposición. De igual manera, para la citocina antinflamatoria IL-10, demostró aumentar a medida que disminuye la concentración de MercuriusHeel®S. 
Con respecto a los perfiles de citocinas, el único estudio con Mercurius solubilis fue realizado por de Oliviera y colaboradores en el 2011 donde se muestra que en macrófagos peritoneales de ratón como células capaces de modular la respuesta inmune, observando que a muy bajas concentraciones del Mercurius, la respuesta del macrófago en cuanto a citocinas y especies reactivas de oxígeno y nitrógeno se incrementaba, indicando una activación en la respuesta inmune e inflamación por aumento del óxido nítrico y la producción IFNγ. Sin embargo, naturalmente luego de la eliminación del agente causal de la inflamación es necesario la activación de respuesta antiinflamatoria como la IL4, la cual observaron que también se incrementaba, sugiriendo que el Mercurius solubilis es capaz de modular la respuesta del macrófago induciendo un balance y homeóstasis entre una respuesta pro-inflamatoria y anti-inflamatoria estimulados con concentraciones centesimales de Mercurius solubilis de 10mg a 300µg, encontrando que IFNγ e IL4 aumenta su expresión en sobrenadantes, sin embargo TNFα, IL-2 e IL-5 no cambian su expresión con respecto al grupo no tratado, resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio. 
Finalmente gracias a los resultados de esta investigación podemos sugerir que el MercuriusHeel®S puede ser usado como adyuvante o complemento al tratamiento de la enfermedad periodontal, por ser ésta una patología con un alto componente infeccioso y del huésped principalmente asociado a respuesta inmunológica, ya que este medicamento puede regular la respuesta inmune frente a patógenos y no causa un efecto letal o dañino a las células del hospedero e incluso promueve proliferación celular, lo que indica su potencial uso en regeneración periodontal.
Conclusión
El MercuriusHeel®S tiene su mejor efecto a los 15 minutos y en bajas concentraciones de tratamiento, sin embargo no se observaron diferencias en la producción de citocinas pro y anti inflamatorias con respecto a las células sin tratamiento.
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