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Resumen

La enfermedad periodontal es una patologia de origen infeccioso, caracterizada por ocasionar
secuelas destructivas al tejido de soporte del diente, y cuyo tratamiento va encaminado a la
destruccién de los agentes etiolégicos y a la regeneracién periodontal. Una alternativa es el uso
de agentes homeopdticos ya que son naturales y se administran a muy bajas concentraciones,
uno de ellos es el Mercurius Heel® S como coadyuvante en enfermedades infecciosas. En este
trabajo se presentan los resultados de una investigacion cuyo objetivo fue evaluar el efecto del
Mercurius Heel® S en la viabilidad de fibroblastos gingivales humanos, que fueron sometidos
a tratamiento con Mercurius Heel® S durante 15 minutos y dos horas a concentraciones desde
300mg hasta 0.00006mg. Transcurridos esos tiempos, se retiré el tratamiento y las células
fueron mantenidas durante 24, 48 y 72 horas mds. Posteriormente se realizé un ensayo colori-
métrico de viabilidad y proliferacién celular denominado MTS de promega®

Los fibroblastos gingivales humanos tratados con Mercurius Heel® S mostraron un aumento
en la proliferacién celular comparada con las células no tratadas. Bajas concentraciones del
medicamento 0,0001lmg y 0,00006mg mostraron una mayor proliferacién observando dife-
rencias estadisticamente significativas. El tratamiento a 15 minutos mostré mejores resultados
con respecto al tratamiento de 2 horas con diferencias estadisticamente significativas también.
Finalmente el efecto del Mercurius Heel® se mantuvo hasta las primeras 48 horas. Conside-
rando lo anterior, el Mercurius Heel® no presenté ningtin efecto citotéxico en los fibroblastos
gingivales; por el contrario, las células proliferaron, lo que sugiere su utilidad como tratamiento
complementario en la enfermedad periodontal.
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Effect of Mercurius-Heel®s on the cytotoxicity of human
gingival fibroblasts in an in vitro model

Abstract
Periodontal disease is a pathology of infectious origin, characterized because it causes destructi-
ve consequences to the supporting tissue of the tooth, its treatment is aimed at the destruction
of the etiologic agents and to the periodontal regeneration. An alternative is the use of homeo-
pathic agents because they are natural and are managed to very low concentrations, one of
them is the Mercurius Heel ® S as an adjunctive therapy in infectious diseases. In this work, we
present the results of an investigation whose objective was to evaluate the effect of Mercurius
Heel® S on the viability of human gingival fibroblasts, which were undergoing treatment with
Mercurius Heel® S for 15 minutes and two hours to concentrations from 300mg to 0.00006mg,.
After these times, the treatment was removed and the cells were maintained for 24, 48, and
72 more hours. It was followed by a colorimetric assay for cell viability and proliferation called

MTS of Promega °.

Human gingival fibroblasts treated with Mercurius Heel® S showed an increase in cell prolife-
ration compared with the untreated cells. Low medication concentrations of 0.0001 mg and
0.00006 mg showed a greater proliferation showed greater statistically differences. Finally, the
effect of Mercurius Heel® was maintained for the first 48 hours. Considering the above, the
Mercurius Heel® did not provide any cytotoxic effect on human gingival fibroblasts; on the
contrary, the cells proliferated, suggesting its usefulness as supplementary treatment for perio-
dontal disease.

Key Words: cytotoxicity, gingival fibroblasts, Mercurius Heel °S, viability.

Introduccion

La periodontitis es una enfermedad infecciosa de
etiologfa polimicrobiana que genera inflamacién
de los tejidos de soporte dental, pérdida de inser-
cién progresiva y pérdida 6sea (1-3). En Colombia,
la enfermedad periodontal. evaluada mediante la
pérdida de insercidon clinica afecta al 50,2% de
la poblacién, lo que ratifica su alta incidencia en
nuestro pais (2). Esta patologia normalmente ini-
cia con una gingivitis, en donde la infeccién bac-
teriana es seguida por la respuesta inflamatoria ac-
tiva del huésped. Cuando la periodontitis estd bien
establecida conlleva a la reabsorcién y pérdida de
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tejido, en este momento es necesario llevar a cabo
un tratamiento efectivo para ademds de remover la
placa, controlar el proceso inflamatorio con el fin
de regenerar el periodonto (1).

En los ultimos anos, la medicina homeopdtica
ha tomado gran fuerza debido a que es un trata-
miento no invasivo basado en la administracién
de sustancias naturales, que en pequefas dosis, no
traen efectos secundarios y pueden ser utilizados
al tiempo con los tratamientos de la medicina con-
vencional (4-6). Sin embargo, atn existe un gran
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debate sobre la efectividad de estos medicamentos,
pues son pocos los estudios que se han realizado
donde se demuestren sus propiedades curativas
(7,8). En el drea odontolégica por ejemplo, exis-
ten diversos tratamientos homeopdticos para mul-
tiples patologfas en las que podemos mencionar:
abscesos dentales, bruxismo, sensibilidad dental,
sangrado, infecciones, tlceras y traumas, entre
otros (4,10).

No obstante, investigaciones donde se evidencie
su efectividad son muy escasas (10), y las pocas
que hay son muchas veces contradictorias (10-13).
En un estudio realizado recientemente en el Rei-
no Unido, evaluaron la prescripcién homeopdtica
en enfermedad periodontal aguda y crénica hecha
por tres odontblogos a 51 pacientes durante 18
meses, encontrando resultados positivos en cuanto
a la reduccién de la bolsa periodontal, sugiriendo
que la homeopatia es un drea promisoria en el tra-
tamiento de la enfermedad periodontal (14).

Un medicamento homeopdtico promisorio para
esta patologia es el Mercurius Heel® S, que es in-
dicado en el tratamiento de procesos infecciosos y
supurativos como por ejemplo: aftas, bronquitis,
cistitis, paperas, otitis y sinusitis (15-17). Su com-
ponente principal es Mercurius solubilis, prepara-
do a partir de una compleja sal de mercurio (mer-
curio metdlico, nitrato mercurioso y dcido nitrico),
que puede ser téxico a altas dosis, pero utilizado
homeopdticamente puede traer enormes beneficios
en el tratamiento de estas enfermedades (18,19).

Debido a sus propiedades antiinflamatorias, el
Mercurius Heel® S también ha sido indicado como
tratamiento complementario para gingivitis y pe-
riodontitis, sin embargo, no se han realizado estu-
dios que muestren el efecto que tiene este medica-
mento sobre células orales. Con el fin de dar una
explicacion cientifica al uso del Mercurius Heel®
en enfermedades orales como la periodontitis, el
presente estudio propone evaluar la citotoxicidad
de este medicamento en Fibroblastos Gingivales
Humanos (FGH). Lo cual permitird considerar su

utilizacién en apoyo al tratamiento convencional
de la enfermedad periodontal.

Materiales y métodos

Cultivo celular

Se utilizé la linea celular ATCC CRL-2014 que
corresponde a FGH. Las células fueron manteni-
das de acuerdo a las recomendaciones dadas por el
fabricante, en medio Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) (GIBCO) suplementado con
10% de suero fetal bovino (GIBCO), 100 U/ml
de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina (GIB-
CO). Las células fueron incubadas a 37° C, 5%
de CO, y 100% de humedad relativa. Cuando las
células lograron confluencia al 80% se realizaron
pases por desprendimiento con tripsina 0,25% Y
EDTA 1mM (GIBCO) a 37° C durante 2 minu-
tos. Transcurrido ese tiempo se inactivé la tripsina
con medio DMEM suplementado y se centrifugé
durante 5 minutos a 2000 rpm.

Tratamiento con Mercurius Heel®S

El peso de cada tableta de Mercurius Heel®S fue
de 300 mg, con ayuda de un triturador de pastillas
de Acu-Life” se trituraron 2 tabletas que fueron
disueltas en medio DMEM suplementado para lo-
grar las concentraciones evaluadas de 300 mg/ml a
0,00006 mg/ml, realizando diluciones en base de 3.

Viabilidad celular

El efecto del Mercurius Heel®S, en la viabilidad de
FGH, fue evaluado mediante el uso del kit Cell-
Titter 96 AQueous (PROMEGA) y el espectrofo-
tometro Humareader, en ensayos por triplicado.
Los FGH fueron sembrados en placas de 96 pozos
a una concentracién de 5x10° células por pozo. Se
permiti6 su adherencia durante 24 horas después
de sembradas, se cambié el medio y se aplicaron
concentraciones de 300mg/ml a 0,00006 mg/ml
de Mercurius Heel S. A tres pozos no se les agregé
el medicamento y se usaron como control. Al cum-
plir con el tiempo de exposicién al medicamento
(15 minutos y 2 horas), se retir6 el tratamiento y
se cambi6 el medio a DMEM suplementado y se
incubé por 24, 48 y 72 horas mds. En cada uno de
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estos tiempos se adicioné el cell titer de acuerdo a
las recomendaciones dadas por el fabricante. Final-
mente las placas fueron leidas en el espectrofotd-
metro a 490nm. Los datos fueron promediados por
triplicado y se calculé el porcentaje de proliferacién
celular tomando como el 100% el valor obtenido
para el control.

Andlisis estadistico

Se utilizé el programa Graphpad, y las pruebas es-
tadisticas que se hicieron fueron: inicialmente la
prueba de Shapiro Wilk para evaluar la normali-
dad de las variables, esto con el objetivo de estar
seguros de que se podian comparar los promedios.
Posteriormente se compararon los promedios entre
cada uno de los grupos a través de la prueba one
way ANOVA y comparacién entre grupos con la

prueba de Tukey’s para grupos independientes. Fi-
nalmente se compararon los tratamientos a los 15
minutos y 2 horas mediante t- test.

Resultados
La viabilidad de los FGH tratados con Mercurius
Heel S no mostré ningun tipo de citotoxicidad a
ninguna de las concentraciones y tiempos evalua-
dos. Los resultados de los diferentes grupos mos-
traron una distribucién normal (p>0,05), por lo
cual se evaluaron las diferencias estadisticamente
significativas con one-way ANOVA y Tukey’s
test. A los 15 minutos de tratamiento con Mercu-
rius Heel® S, se observa que la viabilidad celular
se incrementa en las diferentes concentraciones
en referencia a las células sin tratamiento (con-

trol) (Figura 1).
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Figura 1. Viabilidad de FGH tratados con Mercurius Heel® S durante 15 minutos y evaluados a las 24, 48 y 72 horas después de

retirado el tratamiento

Las concentraciones en donde se observamayor pro-
liferacién celular fueron entre 3,7 mga0,00006 mg,
lo que nos indica que a bajas concentraciones de
Mercurius Heel S se evidencia su mayor efec-

to, observandose diferencias estadisticamente
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significativas entre el grupo control y las concen-
traciones de 0.0001 y 0.00006 mg de Mercurius
Heel® S. Con respecto a las horas de recuperacién
de las células a las 24, 48 y 72 horas no se observan
diferencias estadisticamente significativas p=0.69.
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En referencia al tratamiento con Mercurius
Heel® S a las 2 horas sobre FGH, se observa un
comportamiento similar al del tratamiento de 15
minutos, ya que hubo un incremento de la viabi-
lidad a todas las concentraciones del tratamiento
incluidas las mas bajas (Figura 2). Al comparar el
control con los diferentes tratamientos se observa
diferencias estadisticamente significativas con la
concentracién de 0,01mg y las concentraciones

elevadas de 300mg a 33.33mg, también se ob-
servaron diferencias estadisticamente significa-
tivas con las concentraciones de 0,00006mg de
Mercurius Heel °-S. Con respecto a las horas de
recuperacién las células mostraron que tanto a
las 24, 48 y 72 horas el comportamiento aunque
es similar, se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas entre 24 horas y 72 horas

p=0.049.
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Figura 2. Viabilidad de FGH tratados con Mercurius Heel” S durante 2 horas y evaluados a las 24, 48 y 72 horas después de retirado

el tratamiento

Al realizar una comparacién entre el tratamien-
to de Mercurius Heel °-S a los 15 minutos y 2
horas, se observé que los resultados obtenidos,
luego de 15 minutos de tratamiento, muestran
una mayor proliferacién celular con respecto a
las 2 horas (Figura 3 A-C). A las 24 y 48 horas
se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas p=0.009 y p=0.0048 respectivamente
entre estos dos grupos de tratamiento, mientras

que a las 72 horas no se observaron diferencias
estadisticamente significativas p=0.12. Estos
resultados sugieren que a corto tiempo el trata-
miento en contacto las células es suficiente para
obtener buenos resultados. Lo que de cierta for-
ma 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.
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FGH tratados con Mercurius Heel®S por 15 minutos y 2 horas y
Recuperacién celular de 24,48 y 72 horas
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Figura 3. Viabilidad de FGH tratados con Mercurius Heel® S durante 15 minutos y 2 horas y evaluados a los diferentes
tiempos luego de retirado el tratamiento A. 24 horas B. 48 horas y C. 72 horas

Discusion

La presente investigacién se planteé con el fin de
determinar el efecto del Mercurius-Heel-S® sobre
la viabilidad de los FGH cultivados % vitro; con el
fin de analizar su posible uso como parte del tra-
tamiento de la enfermedad periodontal. El Mercu-
rius solubilis es el mayor componente del Mercurius
Heel®; es extraido del cinabrio, también conocido
como cinabrita, compuesto en un 85 % por mercu-
rio, presente en fuentes termales y volcanes.

En un estudio realizado por De Oliveira y colabo-
radores evaluaron el efecto del Mercurius solubilis
en macréfagos peritoneales en ratones iz vivo e in
vitro, como células capaces de modular la respuesta
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inmune, observando que a muy bajas concentracio-
nes del Mercurius, la respuesta del macréfago, en
cuanto a citoquinas y especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno, se incrementaba, indicando una acti-
vacién en la respuesta inmune e inflamacién por
aumento del éxido nitrico y la produccién IFNYy,
sin embargo, naturalmente luego de la eliminacién
del agente causal de la inflamacidn, es necesario la
activacion de la respuesta antiinflamatoria como la
IL4, la cual observaron que también se incremen-
taba, sugiriendo que el Mercurius solubilis es capaz
de modular la respuesta del macréfago induciendo
un balance y homedstasis entre una respuesta pro-
inflamatoria y anti-inflamatoria (18).
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Otro estudio realizado en animales, especifica-
mente en ratas Wistar, evaluaron el efecto del
Mercurius solubiis en alveolitis, determinando
que el grupo manejado con el medicamento ho-
meopdtico mantuvo una microbiota dentro de los
pardmetros normales, obteniendo su mejor efecto
a los 21 dias de tratamiento, a diferencia de los
otros grupos que no recibieron tratamiento, los
cuales mostraron nimeros incrementados de pa-
togenos (20).

En la presente investigacién, uno de los principales
hallazgos fue el aumento de la proliferacién celu-
lar. Se observé que el Mercurius Heel® no presenté
ningun efecto citotdxico en los fibroblastos gingi-
vales, al utilizar concentraciones entre 300mg (una
tableta) a 0,00006mg. Al igual que en el estudio
de Oliveira, también se obtuvo mejores resultados
en concentraciones bajas del medicamento, lo que
favorece lo descrito por la homotoxicologia, donde
se considera que cuanto mds diluido esté un medi-
camento homeopdtico, mds potentes es.

Por otra parte, también se establecié que un cor-
to periodo de tiempo (15 minutos) es suficien-
te para obtener buenos resultados, tiempo en el
cual la tableta se disuelve en la boca, ademds su
efecto puede observarse hasta 48 horas después
de ejercido el estimulo. Finalmente, gracias a los
resultados de esta investigacion se puede sugerir
que el Mercurius Heel® puede ser usado como
adyuvante o complemento al tratamiento de la
enfermedad periodontal, por ser esta una pato-
logia con un alto componente infeccioso y del
huésped principalmente asociado a respuesta
inmunoldgica, ya que este medicamento puede
regular la respuesta inmune frente a patdgenos
y no causa un efecto letal o danino a las células
del hospedero e incluso promueve proliferacién
celular, lo que indica su potencial uso en regene-
racién periodontal.
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