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Resumen.

Introduccidn. El uso de aparatologia ortoddncica promueve la acumulacién de biofilm bacteriano,
haciendo necesaria la utilizacién de enjuagues bucales para su control. El éxido dialil disulfuro
modificado (ODDM) es una solucidn antiséptica que podria utilizarse como enjuague para el control
de biofilm ortoddncico.

Objetivo. Evaluar la efectividad antimicrobiana del ODDM en biofilm proveniente de aparatologia
ortoddncicaenrelacidon aenjuaguesbucales abase de cetilpiridinio (CPC) y colutorio de clorhexidina.
Material y métodos. Se utilizaron 13 brackets retirados de un paciente distribuidos en 4 grupos:
Colgate Plax® (CPC/NaF); Oral B® (CPC); Perioxidin® (Clorhexidina); Accua Aséptic® (ODDM). Un
bracket se utilizé como control. Los brackets fueron sumergidos en las soluciones y posteriormente
colocados en caldo tioglicolato. Se evallo el crecimiento bacteriano cada 24 horas durante 5 dias,
utilizando el método de turbidimetria. Se utilizd t student por comparacion de muestras
independientes a a/2=0.05.

Resultados. Los enjuagues bucales presentaron los mayores indices de unidades formadoras de
colonias (UFC), Colgate Plax® reportd un crecimiento de 60E7 + 22.6E7 UFC/ml y Oral B®: 36E7 +
23.2E7 UFC/ml. Perioxidin® (18E7 +--15.2E7 UFC/ml) y Accua Aséptic® (8E7 + 13.7E7) presentaron un
indice de contaminacidn menor a los enjuagues y al grupo control (84E7 £ 39.1E7), P< 0.05. Accua
Aséptic® mostré ser igualmente efectivo en lainhibicion del crecimiento bacteriano en relacion al
colutorio de clorhexidina (P> 0.05).

Conclusion. El efecto antimicrobiano mostrado por el ODDM lo hace un candidato atractivo para uso
terapéutico en el control de biofilm ortoddncico.

Palabras clave: Biofilm oral, Oxido dialil disulfuro, ortodoncia, enjuague oral, clorhexidina,
cetilpiridinio.
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Abstract.

Introduction. The use of orthodontic appliance promotes the accumulation of bacterial biofilm,
makingit necessary to use mouthwashesforits control. Modified diallyl disulfide oxide (ODDM) is an
antiseptic solution that could be used as a rinse for orthodontic biofilm control.

Objective. To evaluate the antimicrobial effectiveness of ODDMin biofilm from orthodonticappliance
in relation to cetylpyridinium (CPC) mouthwashes and chlorhexidine mouthwash.

Material and methods. We used 13 brackets removed from a patient distributed in 4 groups: Colgate
Plax® (CPC/NaF); Oral B® (CPC); Perioxidin® (Chlorhexidine); Accua Aséptic® (ODDM). A bracket was
used as a control. The brackets were submerged in the solutions and subsequently placed in
thioglycolate broth. The bacterial growth was evaluated every 24 hours for 5 days, using the
turbidimetry method. Student t test was used by comparison of independent samples at a / 2=0.05.
Results. Oral rinses presented the highest rates of colony forming units (CFU), Colgate Plax® reported
a growth of 60E7 + 22.6E7 UFC / ml and Oral B®: 36E7 + 23.2E7 UFC / ml. Perioxidin® (18E7 *+ 15.2E7
UFC / ml) and Accua Aséptic® (8E7 + 13.7E7) presented alower contaminationindextothe rinses and
to the control group (84E7 + 39.1E7), P <0.05. Accua Aséptic® was equally effective in inhibiting
bacterial growth in relation to chlorhexidine mouthwash (P> 0.05).

Conclusion. The antimicrobial effect shown by the ODDM makes it an attractive candidate for

therapeutic use in orthodontic biofilm control.
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1. Introduccion.

Actualmente, el tratamiento ortoddncico ha ganado una alta popularidad en pacientes que buscan
tratamientos de restauracién funcional y estética facial, muestra de ello es que durante las Ultimas
dos décadas el nimero de pacientes se ha duplicado. Segln datos de la Asociacién Americana de
Ortodoncia en los Estados Unidos existen mas de cuatro millos de pacientes entre 6 al8 afios y mas
de un millén de pacientes adultos'. Sin embargo, a la par de una creciente demanda por el
tratamiento ortoddncico, de igual manera se ha incrementado la incidencia de enfermedades
dentales en pacientes ortoddncicos. Esto debido a que la superficie alrededor de los brackets es
propicia para la adhesion de bacterias orales y una subsecuente formacién de biofilm. A partir de
esto, diversos estudios han sefialado al tratamiento ortodéncico como un factor predisponente para
el desarrollo de enfermedades dentales”*.

La limpieza mecdnica constituye el método mas importante parael control de higiene en los pacientes
ortoddncicos, sin embargo, la falta de cooperacion de estos dificulta un control adecuado de la
acumulacién de biofilm. Adicionalmente existe una variedad de medidas quimicas de control de
biofilm bacteriano, como pastas dentales, enjuagues, barnices y adhesivos. Sin embargo, soluciones
como laclorhexidinay el cloruro de cetilpiridinio han sido asociadas a efectos adversos que impiden
su utilizacién a largo plazo®. Adicionalmente, el emergente problema de la resistencia bacteriana a
antibiéticos dificulta el control bacteriano”.

Dada esta situaciéon es esencial desarrollar un antimicrobiano efectivo para el control de biofilm
bacteriano®. El ajo ha sido utilizado como medicamento desde tiempos antiguos, y se ha sido
identificado por sus propiedades antibacteriales, antifingicas y antivirales”®. Recientemente se ha
demostrado el efecto antimicrobiano de amplio espectro del ajo, incluyendo su efectividad contra
bacterias orales® '°. El principal compuesto antimicrobiano en el ajo es el 6xido dialil disulfuro (ODD)
también conocido como Alicina. Este no estd presente en el ajo crudo, se forma rapidamente
mediante laaccién de laenzima, alinasa cuando el ajo es triturado. La alicina reacciona rapidamente
con grupos libres de thiol, siendo este su principal mecanismo de accién, a través del cual interactda
con enzimas que contienenthiol, incluyendo cisteina proteasas y alcohol deshidrogenasas, enzimas
esenciales en procesos metabdlicos de la célula bacteriana, y al ser inhibidas por el ODD produce la
muerte de la célula procariota” . Se ha demostrado que el ODD es muy inestable, y su produccidn

puede serinactivada por calor, el cual inhibe la produccidn de alinasa, previniendo la formacion del
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éxido dialildisulfuro®. Sin embargo en 2000y 2005, cientificos mexicanos estabilizaron la molécula de
éxido dialil disulfuro, permitiéndole actuar a largo plazo sin inhibir su efecto antimicrobiano*".

La evidencia previa nos ha llevado a hipotetizar que el ODD es capaz de presentar mayor actividad
antimicrobiana en biofilm procedente de aparatologia ortodéncicaenrelacidonados enjuagues abase
de cloruro de cetilpiridinio y un colutorio a base de clorhexidina.

Sibien existe evidencia de laefectividad del ODD contra bacterias orales, no hay reportes que hayan
comparado los efectos de este compuesto con los enjuaguesy colutorios actualmente utilizados en el
control de biofilm bacteriano oral. Porlo cual, el objetivo del presente estudio es comparar el efecto
antimicrobiano entre el éxido dialil disulfuro-modificado y dos enjuagues a base de cloruro de

cetilpiridinioy un colutorio abase de clorhexidina en biofilm procedente de aparatologia ortodéncica.
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2. Marco teorico.

2.1 Antecedentes generales.

2.1.1 Biofilm.

Los biofilms consisten en comunidades de microorganismos que se encuentran adheridos a una
superficie. Este medio provee un ambiente propicio para el desarrollo de los microorganismos que
componen el biofilm bacteriano, esto, para las bacterias dentro del biofilm, supone una serie de
ventajas sobre bacterias unicelulares. La principal ventaja que poseen las bacterias dentro del biofilm,
es la proteccién contra la respuesta inmune del huésped asi como contra la accién de la mayoria de
los antibidticos **.

Los microorganismos dentro del biofilm, que constituyen 15-25% del volumen del mismo, se
encuentranincrustados dentro de una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que representa

el grueso del biofilm***

. Estamatriz extracelularaseguralaadhesiénala superficie y la cohesién del
biofilm. La matriz extracelular permite la digestién de moléculas extracelulares para la adquisicion de

nutrientes gracias a una amplia actividad enzimatica *“.

2.1.1.1 Formacion del biofilm.

La adhesidn bacterianaauna superficie solidaes el primerpasoen el desarrollo de un biofilm. Dentro
de la cavidad oral las bacterias se pueden adheriradiferentes superficies, incluyendo tejidos blandos,
pelicula dental adquirida y otras bacterias. La pelicula adquirida, compuesta por una variedad de
moléculas del huésped cubre la superficie del esmalte apenas minutos después de la limpieza
profesional, esta estd constituida por una serie de receptores potenciales, como mucinas,
aglutinantes, proteinas ricas en fosfato y enzimas como la amilasa alfa. Estos ultimos son receptores
de bacterias orales conocidas como colonizadores tempranos, especialmente Streptococcus viridans,
gue ademas son capaces de coagregarse auna gran variedad de bacterias orales. Estas caracteristicas
permiten a los colonizadores tempranos establecer la placa dental temprana ™ *°.

Si las condiciones son las adecuadas, los colonizadores primarios multiplican el substrato en
microcolonias. Dentro de las primeras 4 horas de la formacién del biofilm podemos identificar,
Actinomyces naeslundii, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis y Streptococcus oralis, que
forman el 90% de los Streptococcus que conforman el biofilm*’. Sin embargo, 24 horas después, la

superficie de una placa mas madura muestra la presencia de muchos mds tipos de bacterias que

forma estructuras complejas en forma de mazorcas'®. Sin embargo, estas bacterias no pueden
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adherirse directamente alasuperficie del diente, sino que estd dado por medio de los colonizadores
primarios. Este proceso se llama coagregacidn, el cual consiste en la unién entre una pareja de
bacterias genéticamente distintas™. Laformacion de uniones entre las bacterias de la placa dental es
altamente especifica, los colonizadores primarios pueden coagregarse unos con otros, pero
usualmente no con colonizadores secundarios. A pesar de que algunos colonizadores secundari os
como la Porphyromonas gingivalis, se pueden unir directamente a colonizadores primarios, la
mayoria de estos requieren coagregar con el Fusobacterium nucleatum, mismo que es considerado un
puente entre estos microorganismos, al ser capaz de coagregar con ambos, y en ausencia del cual,

I 15,19

muchos colonizadores secundarios no pueden formar parte de laplaca denta .Porlo tanto, el rol

del F. nucleatum es esencial en el desarrollo del biofilm.

2.1.1.2 Conformacion patdgena del biofilm oral.

La composicion del biofilm oral es muy diversa, asi como su estructuray espesor en las diferentes
superficies de la cavidad oral, por lo que sus caracteristicas fisicas y bioldgicas son distintas. La placa
dental se puede clasificarde acuerdo asu posicién en placa supragingival, que se encuentra sobre el
margen gingival, y placa subgingival que se encuentraentreel margen gingival y el surco gingival. De
igual manera los tipos de bacterias que colonizan cada superficie son difere ntes, la superficie del
diente estd asociada a cocos y bacilos Gram-positivos, mientras la region apical del biofilm se
identifica por una presencia predominante de bacilos Gram-positivos *°. Dependiendo del tipo de
colonizacién microbiana, el biofilm dental puede adquirir un perfil cariogénico o periodontalmente

patégeno.

2.1.1.2.1  Biofilm cariogénico.

La caries dental es la infeccién oral mas comUnmente asociada a la prevalecia del biofilm, y es aun
consideradaun problema de salud publica mayor en paises en desarrollo, afectando lacalidad de vida
de millones de personas. A pesar de tener una etiologia bacterial, esta es una enfermedad
multifactorial, y dentro de la cual diferentes factores, incluyendo dieta, huésped, condiciones
socioecondmicas, y tiempo, presentan un rol importante en el inicio y progreso de la enfermedad.”
La patogeniadel biofilm criogénico estd relacionada a la presencia de bacterias capaces de producir
grandes cantidades de acidos organicos a partir de la fermentacion de carbohidratos, aun en la

presencia de un pH muy bajo. Estos microorganismos también tienen la capacidad de producir el

complejo polimeros exopolisacaridos que proveen mejores y mas fuertes sistemas de adhesién ala

9|68



VALORACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL OXIDO I?IALIL DISQLFURO—MODIFICADO
EN BIOFILM PROCEDENTE DE APARATOLOGIA ORTODONCICA

superficie dental, asi como polisacaridos intracelulares afines al glicdgeno que son usados como
reserva de carbohidratos.?

Existen dos teorias respecto a la etiologia de la caries dental. La teoria de la placa no especifica
establece que la caries es originada por la suma de toda la actividad microbiana del biofilm dental.
Por otra parte, la teoria de la placa especifica propone que solo unos cuantos microorganismos
presentes dentrodel complejo oral estaninvolucrados enlacaries. A partir de esto, se ha identificado
al Streptococcus mutansy al Streptococcus sobrinus como los principales causales de la caries dental
en humanos. Los lactobacilos, microorganismos y acido génicos y estdn asociados a la progresion de
la enfermedad, mientras especies de Actinomices se encuentran relacionadas a la caries de la

superficie radicular >**°.

2.1.1.2.2  Biofilm periodontal.

La gingivitis crénica es inducida por el biofilm dental y se caracteriza por inflamaciéon marginal sin
perdidade adherencia periodontal. Estaesunacondiciénreversible que puede ser facilmente tratada
y prevenida. La periodontitis por otro lado, es una inflamacién gingival con migracién apical de la
union epitelio sobre la superficie radicular, la cual es seguida de la perdida de adherencia y
reabsorcion alveolar?®.

Técnicamente todas las formas de enfermedades periodontales son el resultado de interacciones
dindmicas del biofilm, respuesta inmune del huésped, y factores genéticos y ambientales. Por lo
tanto, la prevalencia de la microbiota periodontal es necesaria pero no suficiente para el
establecimiento de las enfermedades periodontales. La patogenia del biofilm periodontal esta dado
de manera indirecta, a través de la actividad de los factores bacterianos se induce la respuesta
inmune del huésped, esto aumenta la produccién de mediadores de lainflamacién que interfieren
con los tejidos 6seos y conectivos, provocado la pérdida del periodonto. Por lo tanto, la perdida de
tejidos periodontales es resultado de la respuesta inmunoldgica del huésped inducida por
comunidades microbianas patogénicas®’.

A pesar de que el consenso general apunta hacia una etiologia periodontal polimicrobiana,
actualmente solo tres especies se han considerado como patégenos peridontales: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia®®. A pesar de esto, algunos
microorganismos asociados con otras infecciones en el cuerpo humano y nuevas especies de
patégenos, puedentenerunrol enlainiciacién, progresion, y severidad de las diferentes formas de la

enfermedad periodontal ***°.
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2.1.1.2.3  Biofilm fangico.

Aunque las bacterias constituyen el grupo predominante de |os microorganismos orales, un gran
nimero de diversos hongos han mostrado ser capaces de colonizar |a cavidad de individuos sanos *".
La candidiasis oral es la infeccién fungica mds comun que afecta la mucosa oral. Las especies de
Candida, especialmente Candida albicans, son microorganismos comensales detectado en el 75% de
la cavidad oral de individuos sanos. Sin embargo, en ciertas condiciones estos pueden volverse
virulentos y causar enfermedad, incluyendo candidiasis eritematosa, pseudomembranosa e
hiperplasica®”.

La formacién de biofilm fungicos involucra la adhesidn a superficies bidticas y abidticas y produccion
de matriz extracelular. Eninfecciones fungicas, la estructura de los biofilms resultan en unaresistencia
incrementada a fdrmacos antifungicos. La resistencia fungica a los farmacos es una amenaza
importante a la salud oral debido a una limitada cantidad de agentes antifungicos disponibles en

comparacion con los antibidticos™.

2.1.1.3 Resistencia a antibidticos.

Los biofilms han mostrado ser mads resistentes contra agentes antimicrobianos en comparacién con
bacterias plancténicas, de hecho las células existentes en un biofilm, pueden ser hasta 1000 veces
mas resistentes a agentes antimicrobianos °. Diferentes estudios han mostrado que la resistencia a
agentes antimicrobianos, es afectada porsu estado nutricional, indice de desarrollo, temperatura, pH

y Una exposicion previa a concentraciones de agentes antimicrobianos poco efe ctivos'?.

2.1.1.3.1 indice de crecimiento disminuido.

Diferentes estudios han mostrado que un indice de desarrollo lento de los biofilms contribuye ala
supervivenciacelular contralos antibidticos. Gilberty colaboradores examinaron los efectos del indice
de crecimiento relacionado en condiciones controladas de desarrollo de cultivos plancténicos y

43¢ Estos estudios, mostraron que la

biofilms de P. aeruginosa, Escherichia coli y S. epidermidis
sensibilidad de cultivos de biofilmsy bacterias planctonicas expuestas al ciprofloxacino o tobramycina
incrementaba con el incremento del indice de desarrollo. Este resultado soporta laidea de que un
indice de crecimiento disminuido en los biofilms protege las células de la accidn antimicrobiana. Por

otro lado, laP. aeruginosa conindices disminuidos de desarrollo, tanto en cultivos plancténicos como
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de células enbiofilmfueronigualmenteresistentes al ciprofloxacino. Sin embargo, al incrementar el
indice de crecimiento, las células planctdnicas se volvieron mas susceptibles al ciprofloxacino que las
célulasenel biofilm. A partirde esto se puede pensar que existen otras propiedades del biofilmy no

, . .. . . . . .. . . pe 34
solo el indice de crecimiento influyen en la resistencia al tratamiento antimicrobiano del biofilm™".

2.1.1.3.2 Heterogeneidad.

Cada célula dentro del biofilm experimentara un ambiente ligeramente diferente respecto con las
otras células dentro del mismo biofilm, y porlotanto crecen a diferentes niveles. Esta heterogeneidad
es permitida por los gradientes de los nutrientes, gasto de productos, y factores de sefializacién. La
identificacién de esta heterogeneidad se puede identificar por medio de la acridina naranja que
identifica regiones que contienen células basadas en su contenido de ADN-ARN. Este método ha
mostrado diferentes indices de crecimiento en un mismo biofilm>’. Existe también evidencia para
gradientes de actividad fisioldgica en respuesta al tratamiento antimicrobiano. Esto puedeverse en el
patron de la actividad respiratoria de la K. pneumoniae en un biofilm en respuesta a la
monocloramina mostro que las células mas cercanas a la interface liquida del biofilm perdieron
actividad primero % De igual manera, cuando las celulas de un biofilm fueron tratadas con fleroxocin,
la elongacion celularfue observada y fue mas extrema en células localizadas cerca al lado expuesto
del biofilm®. Estos estudios demuestran que larespuestaalos agentes antimicrobianos pueden variar

significativamente, dependiendo de la localizacidn de una célula dentro del biofilm.

2.1.1.3.3  Percepcidon de quorum.

Las bacterias se comunican por medio de sintesis y reaccion en moddulos de sefializacién
denominados autoinductores. El termino Percepcidén de quérum indica que este sistema permite a
las bacterias percibir cuando un numero critico de bacterias estan presentes en un espacio limitado
enelambiente yresponder con laactivacién de cierto genes, porejemplo factores de virulencia como
enzimas o toxinas®’. Para P. aeruginosa, la percepcién de quérum regula la produccién de factores
virulentos como enzimas extracelulares y lisinas celulares, las cuales son importantes para la
patogénesis de infecciones donde sus funciones implican un escudo protector contra fagocitos *’.
También se ha observado que la percepcidon de quérum determina la tolerancia de biofilms de P.

aeruginosa a la terapia con antibidticos y a la respuesta inflamatoria innata **.
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2.1.1.3.4  Mutacién.
La frecuencia de mutacién de un biofilm en crecimiento es significativamente mayor en comparacién

. La hipermutabilidad de las bacterias promueve el

con células plancténicas en crecimiento
desarrollo de mutaciones que confieren resistencia a los antibiéticos, los cuales seran seleccionados
de acuerdoa unaadministracidn repetitiva de antibiéticos **. Por ejemplo, la resistencia a antibidticos
betalactamicos estd dada por la mutacion de los genes reguladores de la produccidon de
betalactamaza **. De igual manera se ha observado que la resistencia al ciprofloxacino de la P

aeruginosa esta mediada por mutaciones en gyrA y alteraciones en algunos sistemas de flujo de

salida“®.

2.1.1.3.5 Matriz del biofilm.

La matrizde exopolimeros a pesar de no ser por si misma una barrera significante contra la difusion
de antibidticos, esta tiene ciertas propiedades que pueden retrasar la difusion. Por ejemplo la
presencia de enzimas extracelulares como betalactamasas, formaldehido liasa y formaldehido
deshidrogenasa pueden concentrarse en la matriz extracelular, desactivando antibidticos cargados
positivamente e hidrofilicos. Algunos antibidticos como macrélidos, los cuales estan positivamente
cargados, pero hidrofdbicos, no se ven afectados por este proceso. Asi, la capacidad de la matriz para
actuar como una barrera fisica depende del tipo de antibidticos utilizados, la unién alamatrizy la

. .. 12
cantidad en la que son administrados ~*.

2.1.2 Biofilm oral en pacientes ortodéncicos.

La colocacién de aparatologiafija de metal y polimeros estd acompafiada de lacreacion de superficies
con propiedades diferentes a los de los tejidos orales. Ademas, el nimero de sitios de retencién es
mucho mayor en pacientes ortoddnticos. Estas caracteristicas no solo incrementan la cantidad de
biofilm, sino que también la prevalecia de bacterias patégenas que pueden provocar caries *’ o
enfermedades periodontales **. Adicionalmente, los aparatos ortoddnticos reducen la eficacia de las
fuerzas naturales de auto limpieza y de la remocién de placa por medio del cepillado dental.

La variedad de superficies creadas por laintervencién del tratamiento ortoddntico provee numerosas
superficies a la cuales los microorganismos se pueden adherir y formar un biofilm. Por ejemplo la
colocacién de banda puede inducirlacreacién de biofilms, ain mas que la adhesion, principalmente
en el margen gingival, ademas de inflamacién periodontal y formacién de puntos blancos en el

esmalte *°. Sin embargo, |as resinas de adhesién de brackets favorecen la adhesién bacteriana ya que
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la contraccion de la polimerizacién puede crear un vacio enla interface de contacto donde la bacteria

encuentra proteccion contra la limpieza mecanica y agentes antibacteriales *°.

2.1.2.1 Complicaciones provocadas por biofilms durante el tratamiento ortododncico.

2.1.2.1.1  Desmineralizacion del esmalte.

La desmineralizacién del esmalte alrededor de los brackets es la consecuencia mds comun en
ortodoncia y puede ir desde manchas blancas en el esmalte hasta la formacion de cavidades. Esto
puede ocurrir tanto en el lado vestibular como en el lingual, sin embargo la zona de adhesién se ve
mas afectada creado un importante problema estético °'. La remineralizacion de los puntos blancos
puede lograrse pasivamente porlasaliva o de manera activa por fluoruro o por fosfato de calcio °2. Si
la remineralizacion completaocurre o no estdrelacionado al tipo de lesiones. Las lesiones blancas se
desarrollan rdpidamente en los individuos susceptibles dentro del primer mes del tratamiento y
pueden permanecer visibles muchos afios después de retirar los brackets, e inclusive pueden
permanecer permanentemente >>. La micro abrasién es un método invasivo que permite eliminar
tejidodafiadoy permite obtenerresultados estéticos en puntos blancos permanentes. Este método

.y .z . 52
también puede favorecer unaregresidn en lesiones de puntos blancos™.

2.1.2.1.2 Inflamacién de tejidos blandos.

La mayor parte de los pacientes ortodénticos presentan algun grado de inflamacién de tejidos
blandos durante el tratamiento. La gingivitis a menudo es temporal y raramente se convierte en
periodontitits durante el tratamiento ortoddntico. Los biofilms en dispositivos de anclaje, como mini
tornillos o micro implantes, pueden causar inflamacidon de los tejidos blandos que les rodean. Estas
inflamaciones estan asociadas con un incremento del 30% en el indice de fracaso de estos dispositivos
>*_Adicionalmente, los biofilms formados en las cabezas de losimplantes pueden infectar las mucosas

creando ulceraciones aftosas e inflamacion®.

2.1.2.1.3  Otras consecuencias de biofilms en ortodoncia.
La incidencia de bacteremia causada por trauma durante la colocacidon o remosidn de aparatos

ortodoncicos fijosy removibles puede verse aumentada debido a un altoindice de biolfim bacteriano

56,57
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Los biofilms también pueden afectar los brackets causando corrosidn y picaduras de los materiales
metalicos, afectando sus propiedades mecdnicas, aumentando la rugosidad en las superficies y
afectarlaadhesion de lasresinas. Esto puede convertirse en un circulo vicioso que permite al biofilm

e s . . . ;. . 58
amplificarse por si mismoy eventualmente comprometer la eficaciade lamecédnicadel tratamiento °*

59

2.1.3 Meétodos de tratamiento y prevencién de biofilm en ortodoncia.

2.1.3.1 Remocion mecdnica.

El cepillado mecdnicoy el uso de cepillosinterdentales son aunlos mas importantes métodos para el
control de la higiene oral en los pacientes ortoddnticos, en especial la utilizacién de cepillos manuales
con un disefio especial en V en las cerdas, que ha mostrado mucho mayor eficacia que los cepillos
convencionales. La evaluacién de cepillos eléctricos para la remocion del biofilm ha demostrado
tener un efecto de remosién que va mas alla del contacto con las cerdas, es decir sin que exista

contacto con biofilm, con distancias registradas de hasta 6mm, dependiendo del cepillo *.

2.1.3.2 Control por medios quimicos.

Actualmente existe unaampliavariedad de métodos quimicos para el control del biofilm, incluyendo
laincorporacion de antimicrobianos en pastas dentales, enjuagues bucales, barnices y adhesivos. Sin
embargo, la clorhexidina permanece como el antimicrobiano mas efectivo en la reduccién de
complicaciones relacionadas al biofilm en pacientes ortodénticos . Aunque la satisfaccién puede no
serdptima en muchos pacientes, ya que su uso a largo plazo puede pigmentar los dientes y lengua,
asi mismo el sentido del gusto puede verse disminuido. Otro antimicrobiano oral efectivo es el
Cloruro de cetilpiridinio, pero en muchas formulaciones, su biodisponibilidad es baja. Los beneficios
de las pastas dentales y enjuagues bucales que contienen fluoruro para la prevencién de caries
puedenayudarala remineralizacién del esmalte, esto debido a que el fluoruro actia neutralizando
los acidos producidos por las bacteriasy suprime su crecimiento 2. Recientemente, se hademostrado
gue el biofilm remante después del cepillado absorbe componentes antibacteriales de los enjuagues
utilizados después del cepillado para actuar como reserva para los componentes actibacteriales que

son liberados subsecuentemente en concentraciones bioactivas .
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2.2 Antecedentes especificos.

El ODD o alicina es un compuesto sulfurico oxigenado, este es identificado como el compuesto
responsable de |aactividad antimicrobiana del ajo®. La alicina no esta presente en el ajo en su forma
intacta y es producida Unicamente cuando el ajo es cortado o triturado. Los dafios estructurales
activan la alinasa, unaenzima que metaboliza la aliina en alicina. Cuando existe un dafo estructural
en el ajo, las membranas son destruidas, acto seguido la aliina y la alinasa reaccionan de manera
inmediata produciendo éxido dialil disulfuro, el cual inactiva el agente invasor. Este mecanismo de
defensasoloocurre en pequeias dreasy durante un periodo corto de tiempo ya que una produccién
excesivade ODD podria dafiar a la plantadebido asu toxicidad’. Esta eficiente organizacion hace del
ODD tengauna vidamediamuy corta, por lo que, si bien ha mostrado ser un efectivo antimicrobiano
in vitro, este pierde su eficaciaen un tiempo muy corto. Sin embargo, cientificos mexicanos lograron
estabilizaren Oxido dialil disulfuro, agregando un cofactor que no altera el efecto antimicrobiano de
este, logrando obtener un antimicrobiano/antiséptico por contacto, estable, biodegradable, atéxicoy

o 11
con gran espectro de accion™.

2.2.1 Actividad antimicrobiana del Oxido Dialil Disulfuro.

En 1944 Cavallito y Bailey, empleando diferentes métodos de extraccién, aislaron e identificaron el
componente responsable de laactividad antimicrobiana del ajo, un compuesto de azufre oxigenado
que llamd alicina u oxido dialil disulfuro, la cual observaron es capaz de inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-negativas y Gram—posit‘ivas“.

En 1998 Rabinkov y colaboradores confirmaron la capacidad de la alicina a reaccionar con
compuestos thiol, atribuyendo asi el principal efecto antimicrobiano de la alicina a inhibicion de
enzimas que contienen thiollas cuales tienen un papel importante en el metabolismo bacteriano .
Por ejemplo, Ankri y colaboradores llevaron a cabo un estudio in vitro, en el que trofozoitos de
Entamoeba histolytica suspendidos en 1ml de buffer fosfato salino, fueron expuestos al oxido dialil
disulfuro a diferentes concentraciones durante 10 minutos a 379C, el cual mostré una fuerte
inhibicion de la actividad de la cisteina proteasa de los trofozoitos®®. En 1988, Feldber y
colaboradoresinvestigaron los efectos del ODD en la sintesis de ADN, ARN y proteinas en Salmonella
typhimurium. En el cual encontré que el ADN vy la sintesis de proteinas pueden ser inhibidas

parcialmente por concentraciones bactericidas del ODD (0.2 a--0.5mM), mientras que el efecto en el
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ARN fue inmediato, sugiriendo que este podriaserun objetivo primario del mecanismo de accién del

6xido dialil disulfuro®’.

En 2001, Kockar, Oztirk, y Bavbek, estudiaron la efectividad in vivo del Oxido Dialil Disulfuro, acido
ascorbico y beta caroteno en 201 pacientes con biopsias positivas en Helicobacter pylori. Los
pacientesfuerondivididos ensietegrupos de 30 personas, recibiendo cada uno un tratamiento de 14
dias. El primer grupo fue tratado con una terapia estandar de antibiéticos ( Lansoprazol 30mg b.i.d.,
claritromicina 500 mg b.i.d., amoxicilinalgb.i.d.). El segundo grupo recibié el mismo tratamiento con
la adicion de un suplemento de acido ascérbico (1000 mg/dia). El tercer grupo fue solo tratado con
acido ascorbico (1000 mg/dia). El cuarto grupo recibid el tratamiento estandar con antibidticos y
adicionalmente beta caroteno (120 mg/dia). El quinto grupo fue tratado con solo beta caroteno (120
mg/dia). El sexto grupo recibid el tratamiento con antibidtico mas un suplemento de alicina (4200
ug/dia). El séptimo grupo solo recibid alicina (1200 pg/dia). En base a los resultados, se determiné
gue la alicina puede ser un tratamiento efectivo para infecciones de Helicobacter pylori. El
tratamiento con alicina condujo a la eliminacion de la infeccién en 27/30 (90%) de los pacientes del
sexto grupoy en 7/30 (23%) del séptimo grupo.®®

En 1999 Yoshida y colaboradores aislaron alicina de aceite de ajo y estudiaron su efecto
antimicrobiano y anti fungico en contra de bacterias Gram-positivas (Bacillus cereus, B. subtilis,
Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus) y Gramnegativas (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia  coli Xanthomonas maltophilia and Klebsiella pneumoniae) y hongos
(Schizosaccharomyces pombe and Saccharomyces cerevisiae). La actividad antimicrobiana fue
evaluada determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI) utilizando un método de micro
dilucién. Los valores CMI para los cultivos Gram-positivos se encontraron entre 5y 10 ug/ml de
alicina, mientras que para las bacterias Gram-negativas se encontraron entre 15y 30 ug/ml. Para
Pseudomonas aeruginosa los valores fueron mucho mas altos (>100 pg/ml) que aquellos parael resto
de los Gram-positivos evaluados. Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces cerevisiae mostraron
respectivamente concentraciones minimas inhibitorias de 5 ug/ml y 10 pg/ml.*

Otra aplicacién potencial para el ODD se puede derivar de los resultados del estudio llevado a cabo
por Cutlery Wilson en 2004, el cual sugiere que estamolécula puede ser usada como una alternativa
a agentes topicos como la mupirocina para disminuir la propagacion del Staphylococcus aureus
resistente a la Meticilina. En este estudio los autores evaluaron la actividad antimicrobiana de una

alicinaacuosa extraida del ajo contra 30 cultivos de Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina.
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La gran mayoria (88%) de los cultivos estudiados mostraron valores de CMI de 16 ug/ml, con todos,
con todaslas cepasinhibidasa32 pg/ml. El 88% de las cepas de Staphylococcus aureus resistente a la
Meticilina tuvieron una concentracién minima bactericida (CMB)-- de 128 pug/ml, y la eliminacién
bacteriana total se obtuvo a 256 ug/ml.”°

En 2007, Caiy colaboradores evaluaron la actividad in vitro de 6xido dialil disulfuro, tanto de manera
individual como en combinaciones con antibidticos; con cefazolin u oxacilina en contra de 20 aislados
de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, y con cefoperazona en contra de 31 cepas de
Pseudomonas aeruginosa utilizando un ensayo de tablero de microdilucidn. Los resultados de la CMI
mostraron que la actividad antimicrobiana en el uso individual del ODD fue baja (CMI 90 > 512
mg/ml), pero esta favorecio la eficaciade los tres B-lactdmicos a concentraciones subinhibitorias. Los
autores concluyeron que la combinacién de ODD vy B-lactdmicos seran clinicamente prometedoras
una vez que la sinergia entre ambos se haya confirmado por estudios experimentales in vivo.”* De
igual manera, en 2008, Cai Wang, An Liang y Fang evaluaron la eficacia bactericida in vitro de
combinaciones del ODD con tobramicina, ciprofloxacino y cefoperazona en contra de Pseudomonas
aeruginosa, confirmando que el ODD promueve laactividad bactericida de ciertos antibidticos.”> An'y
colaboradores en 2009, observaron que lapresenciade ODDtambiénamplificalaactividad fungicida
de la anfotericina B, Las CMI in vitro del ODD y la anfotericina B fueron determinados en 40 aislados
clinicos de Candida albicans. Los resultados mostraron que todas las cepas fueron susceptibles ala
anfotericina B con indices de CMI 50 fueron de 0.188 a0.754 pg/ml; la CMI 90 oscil6 de 0.375 a 1.5
ug/ml y son inhibidas por el ODD con una concentracién minima inhibitoria 50 de 32 a 80 ug/ml;y
una CMI 90 de 64 a 128 pg/ml. Una combinacién de ambas redujo marcadamente las CMI’s (CMI 50
rango de <0.0117-0.0938/1-4 pg /ml; MIC 90 rango <0.0234-0.0938/1-8 pg /ml). Esto indica que
existe un efecto sinérgico entre la anfotericina By el 6xido dialil disulfuro.”

Existen pocas referencias en la literatura sobre los efectos del ajo sobre bacterias orales, EN 2005
Bakri y colaboradores, investigaron el efecto antimicrobiano de extractos acuosos del ajo contra 20
especies orales (Streptococcus mutans, S. gordonii, S. sanguis, S. parasanguis, S. mitis, S. crista, S.
oralis, S. intermedius, S. constellatus, S. anginosus, Actinomycete naeslundii, Enterococcus faecalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Pseudomonas nigrescens,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Leptotrichia buccalis, C. albicans, y S. aureus).
El extractode ajoinhibié el crecimiento de las cepas estudiadas. La CMI y la CMB de las cepas Gram-
negativas fueron menores que las cepas de Gram-positivas analizadas (media de la CMI del ODD 4.1

ug /ml y 27.5 pug /ml respectivamente; media de la CMB del ODD 7.9 pug /ml y 91.9 ug /ml
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respectivamente)’. En 2011, Bcharach y colaboradores probaron la efectividad del ODD en patégenos
orales causantes de enfermedad periodontal y caries utilizando el método de dilucién en caldo. Las
especies Gram-positivas como S. mutans, S. sobrinus y Actinomyces oris fueron inhibidas por una
concentraciéon de >600 pg /ml; por otro lado, las especies Gram-negativas como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y F. nucleatum mostraron sensibilidad a una menor concentracién de ODD
(CMI: 300 pg /ml). La Pseudomonas gingivalis demostrd la susceptibilidad mas baja del ODD (CMI:
2400 pg /ml). Los investigadores demostraron que el ODD es capaz de inactivar las proteasas del P.
gingivalis como la lisina-gingipain, la cual presenta un factor de virulencia mayor para esta bacteriay
confiere resistencia al oxido dialil disulfuro™. En 2012 un estudio llevado a cabo por Velliyagounder y
colaboradores confirmo los efectos antimicrobianos sobre el A. actinomycetemcomitans. En
conclusién, enbase alos resultados, los autores sugieren que el ODD puede ser considerado para uso

terapéutico en el alivio de la enfermedad periodontal *°.

2.2.2 Actividad inmunoreguladora del Oxido Dialil Disulfuro.

En el afio 2000 Hobauery colaboradores estudiaron la influencia del extracto de ajo en la migracién
de leucocitos a través de células endoteliales y en neutrdfilos aislados. Ambos fueron tratados con
extractos de ajo bajo tres concentraciones distintas. Tanto los neutrdéfilos como las células
endoteliales mostraron una significativa reduccién en el indice de migracién (neutrofilos: 81 £ 7.7%, p
< 0.05; célulasendoteliales: 70 £ 6.7%, p <0.05), por lotanto, el extracto de ajo es identificado como
un potente inhibidor de la migracién de leucocitos a través de células endoteliales”.

En 2004 Selay colaboradores examinar los efectos in vitro del ODD en el funcionamiento de células T
enrelacion a sitios extravasculares inflamados. Encontraron que el ODD actta sobre la migracién de
células T mediante lainhibicién de laquimosina SDF1a. Esto significaque el ODD podria tener efectos
benéficos en procesos donde las células T presentan un rol importante y esta podria ser utilizada
terapéuticamente con enfermedades inflamatorias crénicas’®.

En 2004 Lang y colaboradores estudiaron el efectoinmunomodulador del ODD en células epiteliales
intestinales. Para ello utilizaron células HT-29 y Caco-2 obtenidas de tejido, las cuales una vez
cultivadas fueron expuestas a un medio suplementado con oxido dialil disulfuro, y posteriormente
estimuladas con la aplicacion de TNF-a en una concentracién de 200ng/ml. 24 Horas después las
célulasfueron cosechadasy se determinaron las concentraciones de IL-13, IP-10, MIG y IL-8 mediante
ELISA. Los resultados mostraron que el ODD es capazde inhibirlasecreciéoninducida por TNF-a de IL-

1B, IL-8, IP-10 y MIG de ambas lineas celulares. Este efecto fue mediado al menos en parte por una
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disminucidén en los niveles de RNA mensajero e involucrd la inhibicién del NFkp el cual tiene un rol
central en la regulacion de la transcripcién de mediadores pro inflamatorios como citosinas y
guimiosinas. Adicionalmente para eliminar la posibilidad de que el efecto inhibitorio del ODD
resultase de lainhibicidon de la proliferacién celular o citotoxicidad, se realizaron ensayo de toxicidad
MTT y LDH mediante el seguimiento de un cultivo de 30,000 células incubadas con éxido dialil
disulfuro, sin que se registraraalgin efecto enlaviabilidad celular o proliferacion, lo cual indico que el
efectodel ODDfue mediado porsus efectosintracelulares. Lo observado en el estudio indica que el
ODD ejerce un efecto inmunomodulador en las células epiteliales del intestino por lo que el ODD
puede tener el potencial de disminuir la inflamacién intestinal”’.

Contrariamente, ydado que el TNF-a es secretado principalmente por macréfagos, en 2012, Haase y
colaboradores realizaron un estudio en el cual investigaron la influencia del ODD en diversas
funciones de macréfagos, la produccion de mondxido de nitrégeno por la inhibicién de éxido nitrico
sintasa y la expresiéon de TNF-a. Para ello utilizaron cultivos de lineas celulares de macréfagos que
fueron incubadas en un medio suplementado con ODD con diferentes concentraciones. Para
determinar las concentraciones de ODD que son toleradas por las células, se llevaron a cabo un
ensayo de viabilidad por medio de la captacion de rojo neutro, los cuales fueron comparados a
cultivos de Escherichia coli. EIl ODD en concentraciones de hasta 100uM no causo mayores efectos
citotdxicos mostré unatoxicidad similarentre E. coliy macréfagos, lo cual podria limitar su uso como
un antibidtico sistémico. Sin embargo, demostré un efecto regulador de lafuncién de los macrofagos,
disminuyendo la produccién de NO sin tener impacto en la explosién oxidativa e incrementando la
expresion genéticadel TNF-a. El efecto en NO ocurre en concentraciones menores que la activacion
del TNF-a. En base a esto sugirieron que el ODD puede ser utilizado en el tratamiento de
enfermedades que involucran iNOS en sus mecanismos patogénicos, tales como arterioesclerosis,
enfermedades neurodegenerativas, rechazo de trasplantes o enfermedad inflamatoria intestinal. Por
lo que seiald que, si el ODD permanece pordebajo de los niveles para para la induccidn de citosinas
pro inflamatorias, seria posible suprimir la induccién de iNOS, mientras que otras funciones de los

, ’, . 78
macréfagos permanecerian inalteradas’™.
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3. Planteamiento del problema.

La cantidad de pacientes enriesgo de desarrollar complicaciones relacionadas al biofilm ortoddncico
haincrementado a la par del éxito comercial de los tratamientos ortoddncicos. Segun la Asociacién
Americana de Ortodoncia entre 1982 y 2010 el nimero de pacientes ortoddnticos se duplico,
arrojando una cifrade alrededor de cinco millones de pacientes ortoddncicos en los Estados Unidos.
De igual manera, estudios han reportado que solo un aproximado del 23% de los pacientes
ortoddncicos muestra un buen cumplimiento de las indicaciones de higiene oral prescritas por el
ortodoncista. Aunado a esto, tomemos en cuenta que alrededor del 60% de los pacientes
ortoddnticos adquieren una o mas complicaciones relacionadas al biofilm como resultado de los
tratamientos ortoddncicos, de los cuales alrededor del 15% requeriran atencién profesional por
lesiones severas de descalcificacion y cavitaciones en el esmalte .

Los biofilms orales son comunidades conformadas por multiples especies bacterianas suspendidas en
una matriz de sustancias extracelulares producidas por ellas mismas. Esta matriz proporciona un
ambiente favorable para desarrollar mecanismos de defensa mas complejos, funge como una fuente
de nutrientes, y les proporciona estabilidad estructural, asi como la adhesién a las superficies
dentales. La principal ventaja de los biofilms radica en que permite a las bacterias desarrollar
resistencia contra bacteriofagos, respuestasinmunes del huésped, antibidticos e inclusive remocién
mecanica, facilitado su proliferacién.

El biofilm oral es responsable de las enfermedades dentales mas comunes, incluyendo caries,
gingivitis y periodontitis. Porlo tanto, el control del biofilm es la meta a lograr para la prevencion de
enfermedades dentales, siendo los métodos mecanicos de limpiezalamanera mas confiable de lograr
una buena salud oral. Sin embargo, la colocacidn de aparatos ortoddncicos esta acompafiada por la
creacion de superficies con propiedades diferentes a las de las superficies naturales de la boca.
Adicionalmente, el nUmero de sitios de retencidon es mucho mayoren los pacientes ortoddncicos. Esto
conduce a condiciones favorables para el desarrollo de biofilm y eventualmente incrementan la
prevalencia de bacterias cariogénicas como el Streptococcus mutans y bacterias periodonto
patégenas como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Tannerella
forsythia, y Fusobacterium. Mas aun, dado que la aparatologia ortodéntica reduce la efectividad de

las fuerzas naturales de limpieza y remocién mecdnica del biofilm por medio del cepillado, es dificil
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lograr un control adecuado en los pacientes ortoddncicos, especialmente en casos de nifios y
adolescentes, contribuyendo un aumento en laincidencia de enfermedades dentales*’.

La acumulacidon de biofilm puede tener como consecuencias tanto afecciones alasalud dental como a
la salud en general. El efecto secundario mas comun en el tratamiento ortodéncico relacionado al
biofilm es la desmineralizacién del esmalte alrededor de los brackets, y puede abarcar desde
pequenas lesiones blancas superficiales, hasta severas cavitaciones que requieren restauraciones. Por
otro lado, la retencién de biofilm incrementa el riesgo de desarrollar enfermedad periodontal o
periimplantitis en el caso de dispositivos de anclaje esquelético, incrementando el indice de fallas de
dichos dispositivos. Otra consecuencia de los biofilms ortoddncicos es la bacteriemia ocasionada por
trauma durante laremocion de aparatologia. La acumulacion de biofilm también puede afectar a los
dispositivos ortoddncicos y causar corrosion de materiales metdlicos, alterar las propiedades
mecanicas, alterar la rugosidad o la topografia de los dispositivos y adhesivos; por consiguiente,
disminuye la efectividad del tratamiento.

Actualmente existe una amplia variedad de productos para remocién mecanicay el control quimico
de la formaciéon de biofilm. Los enjuagues orales se han vuelto una prescripcion muy comuin en
ortodoncia como coadyuvantes al control mecanico del biofilm. Entre estos la Clorhexidina
permanece como el agente antimicrobiano mas efectivo en reducirlas complicaciones relacionadas al
biofilm en pacientes ortoddncicos, sin embargo, su uso en tratamientos a largo plazo estd
condicionado, debido aque su aplicacién por periodos prologados puede causar pigmentacion de los
dientesylengua, ademas de afectar el sentido del gusto. Enjuagues con agentes activos como cloruro
de cetilpiridinioy triclosan han demostrado ser efectivos antimicrobianos orales, pero con un efecto
bacteriostatico mucho menor al efecto bactericida de la clorhexidina. Ademas, se ha asociado al
triclosdn con la generacién de resistencia en cepas bacterianas y con dermatitis alérgica, mientras que
se haregistrado que los enjuagues con cloruro de cetilpiridinio causan pigmentacién, sensacién de
ardor y descamacion. Dadas las limitaciones de los agentes antimicrobianos orales actuales es

necesaria una terapia alternativa para la prevencién del biofilm.

3.1 Pregunta de investigacion.

¢Qué efecto antimicrobiano presentard el ODDM en biofilm procedente de aparatologia ortoddncica,

enrelaciona dos enjuaguesabase de cloruro de cetilpiridinio y un colutorio a base de clorhexidina?
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4. Justificacion.

Con el surgimiento de laresistencia a antibidticos en las bacterias, existeun considerableinterés en el
desarrollo de otras clases de antimicrobianos para el control oral de infecciones’. El ajo ha sido
utilizado como medicina desde tiempos antiguos, asicomo sus efectos antibacteriales, antimicdticos y
antivirales. Recientemente el extracto de ajo ha sido identificado como un agente efectivo en el
control del Staphylococcus aureus”. El principal componente antimicrobiano delajo es un compuesto
de sulfuro oxigenado conocido como alicina u oxido dialil disulfuro. Este es formado rapidamente
durante la trituraciéon del ajo por medio de la accidn de la enzima alinasa sobre el precursor de la
alicina, aliina. La alicina por si sola es un producto inestable y sus moléculas tienen una vida media
muy corta, por lo cual pierde su eficacia antimicrobiana muy rapidamente’. En 2000, investigadores
mexicanos, lograron estabilizar la alicina, agregando un cofactor que no modifica la accién
antimicrobiana ni el resto de acciones de la alicina, otorgandole una mayor estabilidad molecular,
logrando asi obtener un efecto antimicrobiano por contacto, estable, biodegradable, atoxico y con
gran espectro de acciéon™'.

El ODD reaccionardpidamentecon grupos thiol libres, porlotanto, su principal mecanismo de accién
antimicrobiano es a través de la interaccion con enzimas que contienen thiol, incluyendo cisteina
proteasasy alcohol deshidrogenasa. Yaseainsertando radicales de azufre o causando modificaciones
proteicas enlas enzimas, este actainhibiendo acciones metabdlicas del microorganismo causando la
muerte de lacélulabacteriana®. Sumétodo de accién hace que desarrollarresistenciaa la alicina sea
1000 veces menos probable que en otros antibidticos®”.

La alicina posee un efecto antibacteriano de amplio espectro, incluyendo efectos en Escherichia,
Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Proteus, Clostridium, Mycobacterium y
Helicobacter species. Ademas, se ha observado un efecto sinérgico de la alicina en contra del M.
Tuberculosis con el uso de antibidticos como estreptomicina y cloranfenicol. La alicina también ha
mostrado tenerefectos antimicdticos, como porejemplo contra Candida, Cryptococcus, Trichophyton,
Epidermophyton, y Microsporum. La alicina ha mostrado tener actividad antiviral in vivo e in vitro.
Entre los virus que han mostrado sensibilidad alaalicinaestan el citomegalovirus humano, Influenza
B, herpes simple tipo 1, herpes simple tipo 2, para influenza tipo 3, vaccinia virus, estomatitis

vesicular, y rinovirus humano tipo 2.
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Adicionalmente, laalicina ha mostrado ser efectivaen reducirel conteo bacterianoy de Streptococcus
mutans en saliva. Ademas, ha mostrado ser efectiva en contra de bacterias orales Gram negativas,
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, dos de los principales
patégenos de la enfermedad periodontal ' ®.

La alicinahamostrado también tener propiedadesinmunoreguladoras, inhibiendo PGE2 mediante la
supresién de Ciclooxigenasas 2. Ademas, inhibe la produccién de citosinas proinflamatorias y
quimiocinas como TNF-a, IL-18 y MCP-1"".

Estas caracteristicas hacen de la alicina (Oxido dialil disulfuro), un candidato atractivo parar ser

utilizado como agente terapéutico en el control de biofilm bacteriano en pacientes ortoddncicos.
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5. Hipotesis.

5.1 Hipotesis de trabajo.

La solucién enzimatica a base de ODD presentara mayor actividad antimicrobiana en biofilm
procedente de aparatologia ortoddncica en relacion a dos enjuagues a base de cloruro de

cetilpiridinio y un colutorio a base de clorhexidina.

A) Solucidn enzimatica a base de Oxido Dialil Disulfuro.
B) Enjuague a base de Fluoruro de sodio y Cloruro de cetilpiridinio.
C) Enjuague a base de Cloruro de cetilpiridinio.

D) Colutorio a base de Clorhexidina al 0.12%.

H.:A#B,C,D.

5.2 Hipétesis nula.

La solucion enzimatica a base de ODD presentard una actividad antimicrobiana similar en biofilm
procedente de aparatologia ortoddncica en relacién a dos enjuagues a base de cloruro de

cetilpiridinio y un colutorio a base de clorhexidina.

H,:A=B=C=D.
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6. Objetivos.

6.1 Objetivo general.
Compararel efecto antimicrobiano entre el 6xido dialil disulfuro-modificado y dos enjuagues a base
de cloruro de cetilpiridinio y un colutorio a base de clorhexidina en biofilm procedente de

aparatologia ortoddncica.

6.2 Objetivos especificos.

1. Recolectar brackets de un paciente que ha finalizado su tratamiento de ortodoncia.

2. Establecerensayosde pruebas de inmersidn de los brackets en las soluciones antisépticas a
diferentes tiempos de exposicién.

3. Evaluarelgrado de desinfeccidn de los brackets a través del conteo bacteriano (UFC/ml) en
medios de cultivo de caldo tioglicolato, utilizando la técnica de turbidez.

4, Compararel efectoantimicrobianodel ODDenrelaciénados enjuagues a base de cloruro de
cetilpiridinio y un colutorio a base de clorhexidina.

5. Comprobar si el tiempo de exposicion afecta la efectividad de las soluciones quimicas
desinfectantes.

6. ldentificacidén de bacterias de los cultivos por tincién de Gram.

7. Analizar la topografia de los brackets por Microscopia electrénica de barrido (M. E. B.), para

evaluar cualitativamente la formacion de biofilm y dafos superficiales.
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7. Material y métodos.

7.1 Universo de estudio.
13 Brackets de un paciente que habiafinalizado su tratamientoy se distribuyeron aleatoriamente en 4
grupos (G) con una n=3: G1-Colgate Plax® (Cloruro de cetilpiridinio/Fluoruro de sodio); G2- Oral B®

(Cloruro de cetilpiridinio); G3- Perioxidin® (Clorhexidina 0.12%); G4-Accua Aséptic® (ODDM).

7.2Tipo de estudio.

Investigacidn experimental, comparativay longitudinal.

7.3 Criterios de elegibilidad.

7.3.1 Criterios de inclusion.

e Brackets Alexander0.18 provenientes de un paciente que finalizo Tratamiento ortodontico.

e Soluciones quimicas desinfectantes. Colgate Plax sin alcohol (Fluoruro de sodio 0.05%,
Cloruro de cetilpiridinio 0.075%), Oral B Pro-salud (Cloruro de cetilpiridinio 0.07%), Accua
Aséptic (Oxido dialil disulfuro modificado 0.008g), Perioxidin (Clorhexidina Digluconato
0.12%).

7.3.2  Criterios de exclusion.

e Tubosde molares.

7.4 Operacidon de variables.

7.4.1 Variables dependientes.

e Crecimiento bacteriano.

7.4.2 Variables independientes.
e Soluciones quimicas desinfectantes.

e Tiemposde exposicion.
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7.5 Materiales.

e Colgate Plax sin alcohol (Fluoruro de sodio 0.05%, Cloruro de cetilpiridio 0.075%).
e Oral B Pro-salud (Cloruro de cetilpiridio 0.07%).

e Accua Aséptic (Oxido dialil disulfuro modificado 0.008g).

e Perioxidin (Clorhexidina Digluconato 0.12%).

e Tubos de ensayo.

e Pinzas de curacion.

e Micropipeta.

e Campos estériles.

e Mecheros de alcohol.

e (Gasas estériles.
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7.6 Metodologia.

7.6.1 Etapa 1: Recoleccién de muestra.
Se retiraron los brackets de un paciente que finalizo su tratamiento ortoddéncico y fueron colocado es

campos estériles.

Fig. 1 Retiro de aparatologia fija.

Fig. 2. Brackets Alexander 0.18, retirados de un unico paciente.
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Posteriormente estos fueron distribuidos de manera aleatoria en 4 grupos experimentales, de
acuerdo a la solucion quimica desinfectante a la que serian expuestos, y se utilizé un bracket como

grupo control.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Fig. 3 Distribucion de grupos experimentales (n=3).

7.6.2 Etapa 2: Pruebas de inmersion.
Los brackets fueron sometidos a pruebas de inmersién en cada una de las soluciones antisépticas a

diferentes tiempos de exposicion: 1, 3, y 5min.
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Fig. 4 Pruebas de inmersion.

7.6.3 Etapa 3: Evaluacion de crecimiento bacteriano.
Los brackets fueron colocados de maneraindividual entubos de ensayo con 3ml de caldo tioglicolato

durante 5 dias a una temperatura de 37° C para simular la temperatura de boca.
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Fig. 5 Medios de cultivo caldo tioglicolato incubados a 37°C.

Posteriormente el crecimiento bacteriano de los cultivos fue cuantificado visualmente utilizando
estandares de turbidez de McFarland (BaSO,) para determinar las unidades formadoras de colonias

bacterianas (UFC/ml).

3,0x10° 2.7x10° 2,4x10° 2,1x10° 1,8x10° 1,5x10° 1,2x10° 9,0x10® 6,0x10° 3,0x108

Fig. 6 Estandar de McFarland (BaSO4).
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Fig. 7 Evaluacion visual del crecimiento bacteriano.

7.6.4 Etapa 4: Identificacidn de bacterias por tincion de Gram.

Se recogié la muestra de los tubos de ensayo con un asa bacterioldgica sobre un porta muestras,
mismas que fueron fijadas con el mechero. Posteriormente se agregd violeta de genciana durante un
minuto, paradespués serenjuagadas con agua bidestilada de manera indirecta. Se agregé lugol y un
minuto después alcoholy acetona. Finalmente fueron enjuagadas con aguay llevadas al microscopio

Optico.
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Fig. 8. Tincion de Gram.

7.6.5 Analisis topografico de los brackets por Microscopia Electrdnica.

Los brackets fueron retirados de los medios de cultivo. La mitad de ellos fueron limpiados utilizan do
hipoclorito de sodio para la remocién del biofilm y calculos en la superficie para observar posibles
dafios causados por el biofilm. El resto de los brackets no se sometieron a ningin método de
sanitizacion. Los brackets que no fueron sanitizados fueron metalizados ya que el biofilm y calculo
dental sobre la superficie no es conductor. Ambos grupos de brackets fueron fijados en una porta
objetos, junto a un bracket nuevo de la misma prescripcidon. Posteriormente fueron llevados al

desecador durante 8 dias. Finalmente, los brackets fueron llevados al microscopio electrénico de

barrido (M. E. B.).
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Fig. 9 Andlisis topogrdfico de los brackets por M.E.B.

7.7 Andlisis bioestadistico.

Para validar los resultados de la evaluacion de crecimiento bacteriano se utilizé t student por
comparacion de mediasindividuales a a/2=0.05 para compararlosvalores de crecimiento bacteriano.

Para el procesamiento de los datos se utilizé el paquete estadistico SPSS versién 24.0.
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8. Resultados.

8.1 Grupo control.

8.1.1 Registrode crecimiento bacteriano.

GRUPO
CONTROL
1.50E+09
1.20E+09 O
. P 4
—_ P 4
€ 9.00E+08 -
~ -
g e
S 6.00E+08 .-
-
(] , ’
3.00E+08 -
0.00E+00
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA S

= - «CONTROL

Fig. 10 El primer registro realizado a las 24 horas mostré un crecimiento de 3E08, por lo que el periodo de latencia fue muy
corto para haber sido registrado. Durante los dias 1, 2 y 3 se observo un crecimiento exponencial hasta registrar, en el dia 4 y

5, una concentracion de células constante (1.2E09), alcanzando la fase estacionaria del crecimiento bacteriano.

Fig. 11 Cultivo del grupo control en el 5° dia (1.2E09 U.F.C./ml).
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8.1.2 Andlisis bioestadistico.

GRUPO CONTROL
POBLACION BACTERIANA (X+S)
1.50E+09
1.20E+09
— 9.00E+08
E []
J
S 6.00E+08
3.00E+08
0.00E+00

CONTROL

Fig. 12 EL grupo control mostré una media de 8.4E8 + 3.91E8 U.F.C/ml.
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8.2 Grupo 1 (Colgate).

8.2.1 Registrode crecimiento bacteriano.

GRUPO1
COLGATE
1.50E+09
1.20E+09 .,,———._.
. P4
‘E 9.00E+08 - ———
~ L 7
L‘! . P _ o
5 6.00E+08 e CCITTTTTTIIRTPRRR Y
3.00E+08 P LA
0.00E+00
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS

1 MINUTO = = 3MINUTOS =cece<5MINUTOS = - -CONTROL

Fig. 13 Los cultivos correspondientes a las exposiciones de 1 minuto y 3 minutos presentaron un crecimiento exponencial

mayor al cultivo de 5 minutos. De igual manera alcanzaron una mayor concentracion de U.F.C./ml al quito dia.

Fig. 14 Crecimiento bacteriano en el 5°dia. De izquierda a derecha: cultivo de exposicién de 1 minuto (9E08 U.F.C./ml); cultivo

de exposicion de 3 minutos (9E08 U.F.C./ml); cultivo de exposicion de 5 minutos (6E08 U.F.C./ml).
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8.2.2 Andlisis bioestadistico.

GRUPO 1 - COLGATE

POBLACION BACTERIANA (X+S)
1.50E+09

1.20E+09

9.00E+08 T T
[]

U.F.C./ML

6.00E+08 T

3.00E+08

0.00E+00

COLGATE 1 MIN. COLGATE 3 MIN. COLGATE 5 MIN. CONTROL

Fig. 15 Media de poblacion bacteriana. Los grupos de Colgate 1 min. y Colgate 2 min. mostraron la media de poblacion
bacteriana mds alta (6.6E08 + 2.51E08 U.F.C./ml), mientras que Colgate 5 min. mostro una media de poblacién bacteriana
menor (4.8E08 #1.64E08 U.F.C./ml). Sin embargo, no existio diferencia significativa entre los grupos, ni respecto al grupo

control (P> 0.05).

Tabla 1 Prueba t de muestras independientes.

F£S +
Solucion quimica N P
(U.F.C./ml) (U.F.C./ml)

Colgate 1 min. 5 6.6E08 2.51E08

1.000
Colgate 3 min. 5 6.6E08 2.51E08
Colgate 1 min. 5 6.6E08 2.51E08

0.217
Colgate 5 min. 5 4.8E08 1.64E08
Colgate 3 min. 5 6.6E08 2.51E08

0.217
Colgate 5 min. 5 4.8E08 1.64E08
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Colgate 1 min. 5 6.6E08 2.51E08
0.412

Control 5 8.4E08 3.91E08

Colgate 3 min 5 6.6E08 2.51E08
0.412

Control 5 8.4E08 3.91E08

Colgate 5 min. 5 4.8E08 1.64E08
0.94

Control 5 8.4E08 3.91E08

Pagina 40| 68



VALORACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL OXIDO DIALIL DISULFURO-MODIFICADO
EN BIOFILM PROCEDENTE DE APARATOLOGIA ORTODONCICA

8.3 Grupo 2 (Oral B).

8.3.1 Registrode crecimiento bacteriano.

GRUPO 2
ORALB
1.50E+09
1.20E+09 — -,
. P 4
. r 4
‘E 9.00E+08 e
~ ~
9 e
= 6.00E+08 - e —
.” o’
. ’ /.,.
3.00E+08 - T e e e
g
/”
0.00E+00 -~
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS

1 MINUTO = = 3MINUTOS =cece=<5MINUTOS = - -CONTROL

Fig. 16 Los tres cultivos presentaron la misma una curva de crecimiento bacteriano. A diferencia del grupo control se observé

un periodo de latencia hasta el segundo dia, registrandose el primer nivel de la escala de McFarland (3E08 U.F.C./ml). El

madximo crecimiento bacteriano registrado al 5° dia fue de 6E08 U.F.C./ml.

Fig. 17 Crecimiento bacteriano en el 5°dia. De izquierda a derecha: cultivo de exposicion de 1 minuto (6E08 U.F.C./ml); cul tivo

de exposicion de 3 minutos (6E08 U.F.C./ml); cultivo de exposicion de 5 minutos (6E08 U.F.C./ml).
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8.3.2 Andlisis bioestadistico.

GRUPO 2-ORALB

POBLACION BACTERIANA (X+S)
1.50E+09

1.20E+09 T

9.00E+08
[]

U.F.C./ml

6.00E+08 T T T

3.00E+08

0.00E+00
ORAL B 1 MIN. ORAL B 3 MIN. ORAL B 5 MIN. CONTROL

Fig. 18 Los tres cultivos expuestos a Oral-B mostraron la misma media de poblacidn bacteriana (3.6E08 U.F.C./ml), las cuales

fueron significativamente diferentes el grupo control (P=0.05).

Tabla 2 Prueba t de muestras independientes

RERY +
Solucion quimica N P
(U.F.C./ml) (U.F.C./ml)

Oral-B 1 min. 5 3.6E08 2.51E08

1.000
Oral-B 3 min. 5 3.6E08 2.51E08
Oral-B 1 min. 5 3.6E08 2.51E08

1.000
Oral-B 5 min. 5 3.6E08 2.51E08
Oral-B 3 min. 5 3.6E08 2.51E08

1.000
Oral-B 5 min. 5 3.6E08 2.51E08
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Oral-B 1 min. 5 3.6E08 2.51E08
0.05

Control 5 8.4E08 3.91E08

Oral-B 3 min. 5 3.6E08 2.51E08
0.05

Control 5 8.4E08 3.91E08

Oral-B 5 min. 5 3.6E08 2.51E08
0.05

Control 5 8.4E08 3.91E08
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8.4 Grupo 3 (Clorhexidina).

8.4.1 Registrode crecimiento bacteriano.

GRUPO3
CHX
1.50E+09
1.20E+09 D
L] / ’

9.00E+08 —
—_ . -
£ .-
o 6.00E+08 .
w .~
-) . ”

3.00E+08 - ......""......lo........................ooooo’

c'.’ ~
.o' r 4
'o' -
0.00E+00 o - ——— - - -
DIA1 DIA 2 DIA3 DIA 4 DIA5
-3.00E+08

1 MINUTO = = 3MINUTOS =cese«5MINUTOS = - -CONTROL

Fig. 19 Los cultivos expuestos a 1 minuto y 5 minutos presentaron la misma curva de crecimiento bacteriano, con un periodo
de latencia que se extendio hasta el sequndo dia, donde alcanzé sumdximo crecimiento (3E08 U.F.C./ml). El cultivo expuesto

a 5 minutos mostré una latencia prolongada hasta el 5 dia, donde alcanzo la primera escala de McFarland (3E08 U.F.C./ml).

Fig. 20 Crecimiento bacteriano en el 5°dia. De izquierda a derecha: cultivo de exposicién de 1 minuto (3E08 U.F.C./ml); cultivo

de exposicion de 3 minutos (3E08 U.F.C./ml); cultivo de exposicion de 5 minutos (3E08 U.F.C./ml).
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8.4.2 Andlisis bioestadistico.

GRUPO 3 - CHX
1.50E+09 POBLACION BACTERIANA (X£S)
1.20E+09 _
9.00E+08 il
£
<
U 6.00E+08
D‘ -
3.00E+08 T *
1
0.00E+00
CHX 1 MIN. CHX 3’ MIN. CHX 5 MIN. CONTROL
-3.00E+08

Fig. 21 Los cultivos expuestos a 1y 5 minutos presentaron la misma media de poblacion (2.4E08 + 1.34E08 U.F.C./ml), el
cultivo correspondiente a los 3 minutos presento una media de poblacidn bacteriana de 6E07 + 1.34E08 U.F.C./ml. Sin
embargo, no existio diferencia significativa entre los tiempos de exposicion (P> 0.05), no asi del grupo control cuya media de

poblacion bacteriana fue significativamente mayor del resto de los cultivos (P< 0.05).

Tabla 3 Prueba t de muestras independientes.

P+S *
Solucion quimica N P
(U.F.C./ml) (U.F.C./ml)

CHX 1 min. 5 2.4E08 1.34E08

0.067
CHX 3 min. 5 6EQ7 1.34E08
CHX 1 min. 5 2.4E08 1.34E08

1.000
CHX 5 min. 5 2.4E08 1.34E08
CHX 3 min. 5 6EQ7 1.34E08

0.067
CHX 5 min. 5 2.4E08 1.34E08
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CHX 1 min. 5 2.4E08 1.34E08
0.012

Control 5 8.4E08 3.91E08

CHX 3 min. 5 6E07 1.34E08
0.003

Control 5 8.4E08 3.91E08

CHX 5 min. 5 2.4E08 1.34E08
0.012

Control 5 8.4E08 3.91E08
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8.5Grupo 4 (ODD-M).

8.5.1 Registrode crecimiento bacteriano.

GRUPO4
CHX
1.50E+09
1.20E+09 -
L] / ’
9.00E+08 .
—_— . -
E .~
U 6.00E+08 .
w .~
S .
3.00E+08 - -
.
/"
0.00E+00 cae ecme e eme eae ¢ e e ¢ e ¢ e Swe ¢ e vt 4 g aeeee 5
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS
-3.00E+08

1 MINUTO = = 3MINUTOS =cese«5MINUTOS = - -CONTROL

Fig. 22 Los grupos expuestos a 3 y 5 minutos presentaron el periodo de latencia mds largo, alcanzando una poblacion

bacteriana de 3E08 U.F.C./ml hasta el 5 dia. El cultivo de 1 minuto alcanzd la misma poblacidn bacteriana el 4° dia, siendo

esta la mdxima concentracidn bacteriana de ambos grupos.

llustracion 23 Crecimiento bacteriano en el 5° dia. De izquierda a derecha: cultivo de exposicion de 1 minuto (3E08

U.F.C./ml); cultivo de exposicion de 3 minutos (3E08 U.F.C./ml); cultivo de exposicién de 5 minutos (3E08 U.F.C./ml).

Pagina 47| 68



VALORACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL OXIDO DIALIL DISULFURO-MODIFICADO
EN BIOFILM PROCEDENTE DE APARATOLOGIA ORTODONCICA

8.5.2 Anadlisis bioestadistico.

GRUPO 4 -0DDM

5 X+
1.50E+09 POBLACION BACTERIANA (XtS)

1.20E+09

9.00E+08 .

6.00E+08

U.F.C./ML

3.00E+08
T

0.00E+00 1
ODDM 1 MIN. ODDM 3 MIN. ODDM 5 MIN. CONTROL

-3.00E+08

Fig. 24 El cultivo expuesto a un 1 minuto presenté una media de poblacion bacteriana de 1.2E08 + 1.64E08 U.F.C./ml,
mientras que los cultivos de 3 y 5 minutos de exposicién presentaron una media de 6E07 + 1.34E08 U.F.C./ml, sin embargo,
no existio una diferencia significativa entre los cultivos (P> 0.05). Todos los cultivos expuestos a ODD-M presentaron una

diferencia significativa respecto del grupo control (P< 0.05).

Tabla 4 Prueba t de muestras independientes.

B+S +
Solucion quimica N P
(U.F.C./ml) (U.F.C./ml)

ODD-M 1 min. 5 1.2E08 1.64E08

0.545
ODD-M 3 min. 5 6EQ7 1.34E08
ODD-M 1 min. 5 1.2E08 1.64E08

0.545
ODD-M 5 min. 5 6EQ7 1.34E08
ODD-M 3 min. 5 6EQ7 1.34E08

1.000
ODD-M 5 min. 5 6EQ7 1.34E08
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ODD-M 1 min. 5 1.2E08 1.64E08
0.005

Control 5 8.4E08 3.91E08

ODD-M 3 min. 5 6E07 1.34E08
0.003

Control 5 8.4E08 3.91E08

ODD-M 5 min. 5 6E07 1.34E08
0.003

Control 5 8.4E08 3.91E08
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8.6 Evaluacion de crecimiento bacteriano entre grupos.

8.6.1 Registro de crecimiento bacteriano.

1.50E+09
1.20E+09 e e ——
I”’
&
&
L d

B 9.00E+08 _o”
g
S~
U 6.00E+08
e
-] ...o'

3.00E+08 o

.--:”’-—'—o—.-/
...."
0.00E+00 -
DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS
-3.00E+08

COLGATE ~ee*-* ORALB = - CHX e=—O0ODD-M === CONTROL

Fig. 25 El grupo control mostro corto periodo de latenciay el crecimiento exponencial mds constante, con 3E08 U.F.C./m| por
dia, hasta el cuarto dia donde alcanzo la fase estacionaria, con una poblacion bacteriana de 1.2E09 U.F.C./ml. EL grupo de
Colgate obtuvo un periodo de latencia igual al grupo control, sin embargo, el crecimiento mostrd se menos constante
durante la fase de crecimiento exponencial, alcanzando un mdximo de crecimiento bacteriano el 4° dia con 8E08 U.F.C./ml. EL
grupo de Oral B mostré un periodo de latencia que se prolongd hasta el segundo dia con una poblacion bacteriana de 3E08
U.F.C./ml, y alcanzoé el mdximo crecimiento en el 4° dia con 6EO8 U.F.C./ml. EL grupo de Clorhexidina mostro un periodo de
latencia de 48 horas, mostrando 2E08 U.F.C./ml, y alcanzando la mdxima concentracion bacteriana de 3E08 U.F.C./ml
durante el 5° dia. El grupo de ODD-M mostré el periodo de latencia mds largo, mostrando el primer registro de crecimiento

en el 4 dia con 1E08 U.F.C./ml, y alcanzando el mdximo de 5E08 U.F.C./ml en el 5° dia.
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8.6.2 Anadlisis bioestadistico.

POBLACION BACTERIANA
(XS)

1.50E+09

1.00E+09
_ [
s T
o 5.00E+08 |
o 1 ]
j +

0.00E+00 *

COLGATE ODDM ORAL B CHX CONTROL
-5.00E+08

Fig. 26 Los enjuagues bucales presentaron los mayores indices de unidades formadoras de colonias (UFC), el grupo de
Colgate reportd un crecimiento de 60E7 + 22.7E7 UFC/ml y Oral B de 36E7 + 23.2E7 UFC/ml. El grupo de Clorhexidina
(18E7+15.2E7 UFC/ml) y ODD-M (8E7 * 13.7E7) presentaron un indice de contaminacién menor a los enjuagues y al grupo
control (84E7 + 39.1E7), P< 0.05. El grupo de ODD-M mostro ser igualmente efectivo en la inhibicion del crecimiento

bacteriano en relacion al colutorio de clorhexidina (P> 0.05).

Tabla 5 Prueba t de muestras independientes.

F£S *
Solucion quimica N P
(U.F.C./ml) (U.F.C./ml)

Colgate 15 60E07 22.7E07
0.000

ODD-M 15 8EQ7 13.7E07

Colgate 15 60E07 22.7E07
0.008

Oral B 15 36E07 23.2E07

Colgate 15 60EQ7 22.7E07
0.000

CHX 15 18E7 15.2E7
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8.7 Identificacion de bacterias por tincién de Gram.

Fig. 27 Micrografias de cocos Gram positivos (Objetivos de 40x y 100x).

e

-

Fig. 28 Micrografias de estreptococos Gram positivos (Objetivos de 40x)..
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8.8 Analisis topografico de los brackets.

8.8.1 Brackets sin sanitizar.

Fig. 29 Imagen de Bracket Alexander con acumulacion de cdlculo dental en la ranura, sobre las aletas y en la parte apical de

la base.

Fig. 30. Imagen de Bracket Alexander con acumulacion de cdlculo dental en la ranura, sobre las aletas y parte apical de la

base.
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e —= |
15.0kV LEI

Fig. 31 Bracket Alexander en el que se observa la ranura y la parte inferior de la base cubierta de cdlculo dental.

— 1mm IIMM
X 25 15.0kV LEI LM WD 15.0mm

Fig. 32 Bracket Alexander en el que se observa la ranura, las aletas y la parte inferior de la base cubiertas por cdlculo dental.
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Fig. 33 Bracket Alexander con la ranura cubierta de cdlculo dental.

15.0kV LEI

Fig. 34 Bracket gemelar Alexander con la base y la ranura ligeramente cubierta de cdlculo dental.
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8.8.2 Brackets sanitizados.

Fig. 36 Bracket Alexander el que se observan daiios por friccion y fracturas en la ranura. Ademds, se observan machas en la

superficie.
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Fig. 38 Bracket Alexander en el cual se observan manchas oscuras en la ranura.
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| et
E——————
15.0kV LEI

Fig. 40 Bracket gemelar con darfios por friccion en la ranura y presencia de manchas oscuras.
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9. Discusion.

El surgimiento de la resistencia bacteriana a antibidticos se ha convertido en uno de los retos mas
importantes en el tratamientoy prevencidn de infecciones, generando un considerable interés en el
desarrollo de agentes terapéuticos altamente efectivos en el tratamiento de enfermedades
infecciosas, y que presente minimos efectos adversos’®. Agentes terapéuticos como el ODDM, cuya
actividad antimicrobiana hasido bien documentada, constituyen un método novedoso para terapias
antimicrobianas sin generar resistencia o efectos adversos’. El desarrollo de complicaciones
relacionadas al biofilm oral durante el tratamiento de ortodoncia es muy alto. Considerando la
poblacion actual de pacientes ortoddncicos en los Estados Unidos (5 millones), se estima que
alrededorde 3 millones presentan efectos adversos relacionados al biofilm, y alrededor de 750,000
de estos pacientes requerirdn atencién profesional para corregir dichas complicaciones®. Esto puede
traducirse en serios impactos funcionales, estéticos y econdmicos en las vidas de los pacientes. La
importancia de este estudio, radica en explorar la eficacia antimicrobiana del ODDM en biofilm
proveniente de aparatologia ortoddncica, permitiendo disminuir la incidencia de complicaciones
relacionadas al biofilm durante el tratamiento ortodéncico.

La actividad antimicrobiana del ODD ha sido reportada ampliamente en la literatura, especialmente
estudios recientes que han mostrado que tanto extractos de ajo como el ODD son capaces de inhibir

el crecimiento de bacterias orales'® ®

.Losresultados del presente estudio igualmente demostraron
que el ODD es capaz de reducir el crecimiento de bacterias orales provenientes de aparatologia
ortoddncica.

Paradeterminarlamagnitud del efecto antimicrobiano del ODD (Accua Aséptic®), se compard con la
efectividad antimicrobiana de dos enjuagues abase de cloruro de cetilpiridinio (Colgate Plax® y Oral
B®) y un colutorio a base de clorhexidina al 0.12% (Perioxidin®). Los resultados mostraron que los
enjuagues bucales presentaron los mayores indices de unidades formadoras de colonias (UFC),
Colgate Plax® reportd un crecimiento de 60E7 + 22.6E7 UFC/ml y Oral B®: 36E7 + 23.2E7 UFC/ml.
Perioxidin® (18E7 + 15.2E7 UFC/ml) y Accua Aséptic® (8E7 + 13.7E7) presentaron un indice de
contaminacién menor a los enjuagues y al grupo control (84E7 + 39.1E7), P< 0.05. Accua Aséptic®
mostro serigualmente efectivo en lainhibiciéon del crecimiento bacteriano enrelacién al colutorio de
clorhexidina (P>0.05). Si bien, de acuerdo a nuestro conocimiento no existe precedente en la

comparacién de ODD con soluciones de desinfecciéon oral, los resultados observados en los

experimentos entre los enjuagues y los colutorios, son coincidentes con estudios previos en la
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literatura, los cuales colocan a la clorhexidina como el estandar dorado en el control de biofilm
bacteriano oral ®%?.

Los resultados del presente estudio mostraron que una concentracion de 80 ug/ml de ODD es capaz
de mostrar un efecto antimicrobiano igual al de la clorhexidina. Si bien en la literatura no existe
precedente en la comparacion de ambas soluciones quimicas, se han reportado concentraciones
minimas inhibitorias de 0.4-13.7 pg/ml en Gram negativos, y de 13.7-55 pg/ml en Gram positivos®.
Porotra parte, los efectos citotéxicos del ODD han sido reportados en concentraciones de 150 a 500

83,84 s ,
"**.En el caso especifico de lineas de

ug/ml, yde 50 a 100 pg/ml no han mostrado efectos citotdxicos
células oralesse tiene pocainformacion, y enlaexistente, en sumayoria no ha reportado procesos de
apoptosis en concentraciones bajas. Sin embargo, Velliyagoundery colaboradores observaron muerte
celular en cultivos de células epiteliales orales en concentraciones de 1 ug/ml*°. Dada una falta de
evidencia contundente sobrelos efectos citotoxicos y antimicrobianos del dxido dialil disulfuro, son
necesarios mas estudios para entender las interacciones del ODD con células orales y bacterias.

De acuerdo a la patente, exposiciones de 30 segundos son suficientes para eliminar el 100% de las
bacterias. Adicionalmente pruebasrealizadas enla UNAMYy la UAEM mostraron resultados similares,
donde exposiciones de 30 y 60 segundos en microorganismos aislados de pacientes hospitalarios,
mostraron al menos 99.17 % de disminucién de la carga microbiana posterior al contacto con el
ODDM". Parainvestigar si una exposicién prolongada de tiempo podia afectar la efectividad del éxido
dialil disulfuro, se establecieron diferentes tiempos de exposicion dentro de lo que establecen las
indicaciones paraenjuaguesy colutorios comerciales, asicomo la duracién de cepillados. Los tiempos
de exposicion fueron de 1 minuto, 3minutosy 5 minutos. A partir de esto pudimos observar patrones
congruentes en relacién a los tiempos de exposicién, por ejemplo, en el caso de las muestras de
Colgate Plax® expuestas a 1y 3 minutos mostraron un indice crecimiento y media de poblacion
bacteriana mayor (6.6E08 + 2.51E08 U.F.C./ml), mientras que la muestra de 5 minutos mostro una
media de poblacién bacteriana menor (4.8E08 + 1.64E08 U.F.C./ml). Sin embargo, no existié una
diferencia significativa entre los tiempos de exposicién (P>0.05). De igual manera en los grupos de
Accua Aséptic®, Oral B® y Perioxidin® no mostraron una diferencia significativa entre los tiempos de
exposicion, lo cual sugiere que unaexposicidon minima de 60segundos es suficiente para disminuir el
crecimiento bacteriano en biofilms orales.

El uso de tratamientos convencionales en el control de biofilm en pacientes ortoddncicos ha
mostrado por un lado efectos antimicrobianos insuficientes, y por otra parte efectos adversos que

limitan su uso. En nuestra prueba el ODD mostro un significativo efecto antimicrobiano en biofilm
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procedente de aparatologia ortodoncia, con una concentracién terapéutica que no ha reportado
efectos toxicos. Porlo cual, el uso de ODD parece serseguro. Sin embargo, el uso de este en pruebas
in vivo implica otros aspectos del compuesto que requieren ser evaluados. El potencial alérgeno del
ajo esbienreconocido, yel ODD es considerado un potencialirritante. De hecho, se haconfirmado en
estudios observaciones que las reacciones alérgicas ocurren en 1.1% de consumidores de ajo.
Adicionalmente, multiples reportes sugieren que la ingesta oral del ajo puede causar reacciones
alérgicas, a pesar de que los casos reportados no permiten concluir definitivamente que existe una
relacion causal®®. Porlo tanto, evaluaciones de citotoxicidad sistémicay de sensibilidad al compuesto

se requieren llevar acabo antes de ser utilizado como un agente terapéutico en la clinica.
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10. Conclusion.

e Mediante la evaluacidon del crecimiento bacteriano en los cultivos se observd que la
exposicidn a diferentes intervalos de tiempo no mostré ser un factor determinante en la
efectividad de ninguna de las soluciones quimicas desinfectantes. Esto es especialmente
importante en el caso del éxido dialil disulfuro, ya que una exposicién de 1a 5 minutos es
suficiente para lograr un efecto antimicrobiano.

e EI ODD escapaz de actuar eficazmente en una paridad posoldgica respecto a los colutorios y
enjuagues orales.

e La comparacién entre grupos mostré que el ODD no solo mostro un efecto antimicrobiano
significativo en contra de biofilm proveniente de aparatologia ortoddncica, si no que mostré
se mas efectiva que los enjuagues a base de cloruro de cetilpiridinio (Colgate Plax®y Oral B®),
y tenerel mismo efecto antimicrobiano que el colutorio a base de clorhexidina (Perioxidin®).
Estas propiedades hacen del ODD un candidato atractivo para uso terapéutico en el control
de biofilm bacteriano en pacientes ortoddncicos.

e La concentracién terapéutica utilizada ha mostrado un efecto antimicrobiano significativo y
sin efectos citotdxicos reportados en la literatura, es necesario realizar mas estudios para
determinar unaconcentracién minimainhibitoria, dado que existe reportes de reduccién en
el nimero de células orales en cultivos expuesto al oxido dialil disulfuro.

e Un porcentaje significativo de lapoblacion esalérgico al ajo, porlo tanto, es necesario realizar
pruebas de hipersensibilidad al oxido dialil disulfuro, y asi poder establecer un uso

terapéutico seguro.
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