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RESUMEN

Introduccion: La pasta de hidréxido de calcio es el compuesto que se utiliza como
estandar de oro en la medicacién intraconducto a nivel mundial. Sin embargo, existe
controversia en relacion a su efecto antimicrobiano en distintas especies
bacterianas que colonizan el sistema de conductos36:8586.9398 pgr tal motivo, es
importante investigar nuevos principios activos que tengan un efecto antimicrobiano
de amplio espectro contra estas bacterias. En la actualidad existe en el mercado un
producto en forma de hidrogel con un principio activo derivado del ajo denominado
Oxido Dialil Disulfuro Modificado.

Objetivo: Comparar el efecto antimicrobiano in vitro de 2 pastas de Ca(OH)z en

relacion a un hidrogel a base de Oxido Dialil Disulfuro Modificado (ODD-M).

Material y métodos: Se llevd a cabo un estudio experimental in vitro, comparativo
en el cual se realizaron ensayos de sensibilidad antimicrobiana en cepas ATCC de
S. aureus, E. faecalis, C. albicans y S. mitis, que fueron sembradas en medios de
cultivo de agar sangre y Mueller-Hinton, a los cuales se les realizaron perforaciones
con una micropipeta Pasteur, donde se colocaron las pastas de Ca(OH)zy los
hidrogeles a base de ODD-M, CHX, Superoxidacion y Clindamicina, se incubaron
las muestras durante 24h a 37°C, posteriormente se midieron los diametros de los
halos de inhibicion formados por cada medicamento. Para el analisis bioestadistico

se utilizé la prueba de t student a IC 95%.

Resultados: Los resultados mostraron que hidrogel de ODD-M fue altamente
efectivo en inhibir el crecimiento bacteriano. Presentando halos de inhibicion en
S. aureus de 19.91 + 0.66 mm, E. faecalis de 10.98 + 0.63 mm, C. albicans de 20.08
+ 0.8 mm y S. mitis de 11.58 £ 49 mm. El hidrogel a base de CHX presento halos
inhibitorios en S. aureus de 19.33 + 0.6 mm, E. faecalis de 11.75 + 0.41 mm,
C. albicans de 19 £ 1.54 mm y S. mitis 11.75 + 0.88 mm. EIl hidrogel a base de
Clindamicina unicamente inhibié S. aureus (28.91 £ 1.28 mm) y S. mitis (39.08 +

1.02 mm). El hidrogel de superoxidacion no presentd inhibicion bacteriana en

C.D. Mayra Lizeth Mejia Barriga 8
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ninguna de las cepas evaluadas en el estudio. Las pastas de Ca(OH)z, no formaron

halos de inhibicion bien definidos en ninguna de las cepas evaluadas.

Conclusion: En relacion a los resultados reportados en el presente estudio se
concluye que el hidrogel a base de ODD-M presenté el mismo efecto antimicrobiano
gue el hidrogel de CHX en las cepas evaluadas de E. faecalis, S. aureus, S. mitis y
C. albicans. Es importante sefalar que en comparacion con el Ca(OH)z, su eficacia
antimicrobiana fue superior. El hidrogel a base de ODD-M podria ser un buen
candidato para ser empleado como medicacion intraconducto debido a que
presento un buen efecto antimicrobiano en las cepas que fueron evaluadas en este
estudio, sin embargo, se deben realizar estudios complementarios previos a su uso

in vivo.

Palabras clave: Endodoncia, Enterococcus faecalis, medicacioén intraconducto,

accion antibacterial, hidrogel.
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ABSTRACT

Introduction: Calcium hydroxide paste is the compound used as a worldwide
standard intracanal medication. However, there is controversy regarding its
antimicrobial effect in different bacterial species that colonize the root canal
System?36:8586.93.98 Eor this reason, it is important to investigate new active principles
that have a broad spectrum antimicrobial effect against these bacteria. Currently,
there is a product in the form of a hydrogel with an active ingredient derived from
garlic called Modified Diallyl Disulfide Oxide.

Aim: To compare the antimicrobial effect in vitro of two Ca(OH): pastes and an
hydrogel based of Modified Diallyl Disulfide Oxide (ODD-M).

Methodology: An in vitro experimental comparative study was carried out in which
antimicrobial sensitivity assays were performed on ATCC strains of S. aureus,
E. faecalis, C. albicans and S. mitis, which were seeded on blood agar culture media
and Mueller-Hinton, which were drilled with a Pasteur micropipette, where the
Ca(OH)2 pastes and hydrogels based on ODD-M, CHX, superoxidation and
Clindamycin were placed, the samples were incubated for 24 hours at 37°C. The
diameters of the inhibition zones formed by each drug were subsequently measured.

For the biostatistical analysis, the student t-test at 95% CI was used.

Results: The results showed that ODD-M hydrogel was highly effective in inhibiting
bacterial growth, showing zones of inhibition in S. aureus of 19.91 + 0.66 mm,
E. faecalis of 10.98 + 0.63 mm, C. albicans of 20.08 = 0.8 mm and S. mitis of 11.58
+ 49 mm. The CHX-based hydrogel showed inhibition zones in S. aureus of 19.33 £
0.6 mm, E. faecalis of 11.75 £ 0.41 mm, C. albicans of 19 £ 1.54 mm and S. mitis
11.75 £ 0.88 mm. The Clindamycin-based hydrogel only inhibited S. aureus (28.91
+1.28 mm) and S. mitis (39.08 £ 1.02 mm). The superoxidation hydrogel showed
no bacterial inhibition in any of the strains evaluated in the study. The Ca(OH):

pastes did not form well-defined inhibition zones in any of the evaluated strains.
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Conclusion: In relation to the results reported in the present study, it is concluded
that the ODD-M hydrogel presented the same antimicrobial effect as the CHX
hydrogel in the evaluated strains of E. faecalis, S. aureus, S. mitis and C. albicans.
It is important to note that compared to Ca(OH)z, its antimicrobial efficacy was
superior. The ODD-M hydrogel could be a good candidate to be used as an
intracanal medication because it had a good antimicrobial effect in the strains that
were evaluated in this study, however, complementary studies should be carried out

prior to its use in vivo.
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1. INTRODUCCION
El objetivo principal del tratamiento endodontico es reducir o eliminar los
microorganismos presentes en el sistema de conductos por medio de la limpieza
guimico-mecanica, sin embargo, es dificil lograr la completa eliminacién de las
bacterias. Las infecciones dentro del sistema de conductos pueden provocar la
inflamacién de los tejidos periapicales, lo cual clinicamente se observa como

lesiones radioltcidas® 2.

Un punto a considerar es que las bacterias dentro de los tubulillos dentinarios estan
protegidas de los efectos de las células de defensa del huésped, moléculas,
antibioticos administrados sistémicamente y de la preparacion quimico-mecénica.
Se requieren tratamientos estratégicos dirigidos a eliminar la infeccion dentro de los
tubulillos dentinarios y deben incluir medicamentos que penetren los tubulillos y

eliminen las bacterias?.

Se recomienda el uso de una medicacién intraconducto para ayudar a la eliminacion
de estas bacterias e incrementar la posibilidad del éxito clinico®. El estandar de oro
de la medicacion intraconducto es el Hidroxido de Calcio [Ca(OH2)], el cual fue
introducido al &rea odontolégica por Herman en 1920%3. El Ca(OH): ha sido objeto
de diversos estudios, sin embargo, hasta la fecha sigue siendo cuestionable la
eficacia antimicrobiana que presenta, por lo cual se requieren agentes seguros con
mecanismos de accion y propiedades fisicas adecuadas que presenten actividad

antimicrobiana para ser utilizados como medicacion intraconducto®.

El ajo ha desempefiado un papel importante en la medicina a través de la historia.
Varios experimentos e investigaciones clinicas han sugerido que presenta diversos
efectos favorables, entre ellos la reduccién de los factores de riesgo de las
enfermedades cardiovasculares, reduce el riesgo de cancer, puede regular los
niveles de azlcar en sangre, es antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano,
antifingico, antiparasitico, antiviral, es hepatoprotector, y presenta efectos

benéficos en el sistema inmunoldgico®?®,
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El principal componente antimicrobiano del ajo es un compuesto de azufre
oxigenado, llamado Alicina, la cual no esta presente en el ajo crudo, esta se forma
rapidamente al momento de ser triturado el ajo mediante la accion de la enzima

Alinasa sobre la Aliina®11.

Su principal mecanismo de accion antimicrobiano es a través de la interaccion con
las enzimas que contienen el grupo tiol como cisteina proteasas y alcohol

deshidrogenasas®®.

La estructura quimica de la alicina surgio en 1947, cuando se demostré que podia
ser sintetizada mediante la oxidacion media del dialil disulfuro, sin embargo, la
molécula no era estable!. Entre los afios 2000-2005 un grupo de investigadores

mexicanos lograron estabilizar el Dialil Oxido de Disulfuro Modificado (ODD-M)*2.

Es importante contar con nuevos agentes terapéuticos biocompatibles vy
antimicrobianos eficaces que puedan cumplir los objetivos de limpieza y
desinfeccién del sistema de conductos. Existen reportes en la literatura de la eficacia
antimicrobiana del éxido dialil disulfuro en bacterias orales, sin embargo, a la fecha
no existen estudios que comparen ODD-M con el Ca(OH)z que es considerado el

estandar de oro de la medicacion intraconducto.
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2. ANTECEDENTES GENERALES
2.1. Invasion bacteriana de la pulpa

Los microorganismos pueden llegar a invadir la pulpa a través de lesiones cariosas
profundas, fisuras o fracturas, a través de los vasos sanguineos periapicales, caries
a nivel del cuello, bolsas periodontales y bacteriemias, entre otras'>*4. Kakehashiy
cols.’® demostraron que la invasion bacteriana puede llegar a producir necrosis
pulpar'® e infeccion desencadenando una reaccion de defensa por parte del
huésped en tejidos periapicales previniendo la diseminacion de los
microorganismos. En estos casos esta indicado realizar un tratamiento de
conductos, el cual tiene como objetivo eliminar los microorganismos a través de la
preparacion quimico mecéanica del sistema de conductos y prevenir su

reinfeccion416-19,

2.2. Biofilm

El biofilm es una comunidad de células microbianas unidas irreversiblemente a un
sustrato solido e inmersas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares
formada por exopolisacéaridos, proteinas, sales y material celular en solucién
acuosa, en la matriz se forman canales por donde circula el agua, enzimas,

nutrientes y residuos, representa el 85% del volumen del biofilm?2%-23,
2.2.1. Formacién de Biofilm
El proceso de formacion de un biofilm comprende cuatro etapas?*:

1. Adhesion: consta de 2 etapas:
- Adhesidn inicial reversible, los patégenos en estado plancténico se unen
a las proteinas (fibronectina, fibrinégeno, vitronectina, etc.) de la matriz
extracelular presentes en la superficie que van a colonizar, ademas se
adhieren mecanicamente por medio de fimbrias, pilis y flagelos.
- Adhesion irreversible, tiene lugar cuando se produce una matriz de

sustancias poliméricas extracelulares (EPS).
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2. Acumulacion: consiste en la proliferacion de las bacterias unidas a la
superficie y la produccion de matriz.

3. Maduracion: en este proceso influyen factores como secrecion de toxinas,
adhesién célula a célula, factores ambientales, quérum sensing, regulacién
metabdlica, respuesta al estrés, resistencia y virulencia. Mientras mas
maduro sea un biofilm, aumenta su resistencia a los agentes antimicrobianos.

4. Separacion: se puede presentar como respuesta a alteraciones en la
disponibilidad de nutrientes, fluctuaciones en los niveles de oxigeno y el
incremento de productos toxicos. Las bacterias que se separan tienen la
capacidad de formar nuevamente biofilm en un ambiente con las condiciones

adecuadas.

Figura 1. Biofilm dentro del conducto
radicular (Haapasalo y cols. 2007)%.

2.2.2. Qudérum Sensing.

Es un proceso de comunicacion célula-célula bacteriana por medio del cual
coordinan la formacion del biofilm para funcionar como un sistema multicelular
basado en la densidad poblacional bacteriana, a través de la produccion y deteccion

de moléculas de sefializacidén denominadas autoinductores??24.

Algunas de las actividades de los microorganismos reguladas por mecanismos de
guérum sensing son: adquisicion de nutrientes, conjugacién, transformacion,
sintesis de los factores de virulencia, incorporacion extracelular de ADN,

colonizacion, resistencia a antibidticos, motilidad, esporulacion, regulacion del
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estado de bacteria viable pero no cultivable, formacién de biofilm y modificacion del

estado inmunitario del huésped?228,

Las bacterias dentro del biofilm tienen ciertas ventajas como la creacion de nichos
para la supervivencia de diferentes especies, aumento de la eficiencia metabdlica,
proteccion contra la respuesta de defensa del huésped, son de 1000-1500 veces

mas resistentes a agentes antimicrobianos2%2L,

Los conductos radiculares con pulpa necrética representan un espacio propicio para
la formacién de biofilm debido a la presencia de superficies sélidas, un entorno
humedo, microorganismos provenientes de la cavidad oral y un medio fluido que

provee de nutrientes.
2.2.3. Biofilm Extrarradicular

Es la biopelicula que se forma en la superficie de la raiz adyacente al apice de
dientes infectados endoddnticamente. Dentro de las especies asociadas al biofilm
extrarradicular se encuentran Fusobacterium nucleatum, Porphyromona gingivalis y
Tanerella forsythensis?®. Este tipo de biofilm se ha reportado en dientes con
periodontitis apical asintomatica, asi como en dientes con abscesos apicales
cronicos asociados a un tracto fistuloso. Algunos estudios han reportado que la
porcion apical de la raiz adyacente al formen apical puede estar cubierta por placa
bacteriana densa embebida en matriz extracelular que ademas esta recubierta por
una estructura lisa, la cual se considera esta formada por productos de desecho
bacteriano y componentes inflamatorios locales. Esto sugiere que los mecanismos
de defensa del huésped son incapaces de contener los microorganismos dentro del
conducto y tales estructuras con microorganismos incrustados fuera del foramen
apical no pueden ser eliminados por los procedimientos endodonticos
convencionales ni por la administracion de antibioticos sistémicos. En las
irregularidades de la superficie radicular se ha observado que las bacterias se

mantienen unidas por la matriz extracelular?2’,
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2.2.4. Biofilm Periapical

El biofilm periapical consiste en el establecimiento de microorganismos en los
tejidos periapicales, ya sea por adherencia a la superficie apical de la raiz en forma
de estructuras similares al biofilm o dentro de la lesion inflamatoria, usualmente
como colonias cohesivas. Es un tipo de biofilm aislado que se encuentra en la region
periapical de dientes tratados endoddnticamente, que pueden observarse incluso
en ausencia de infeccién del conducto radicular. Los microorganismos asociados a
la periodontitis apical provienen del conducto, la mayoria de las especies
microbianas son patdgenos oportunistas que no tienen la capacidad de sobrevivir a
la respuesta del huésped en los tejidos periapicales, sin embargo, algunas especies
microbianas o incluso cepas de una especie poseen estrategias para sobrevivir e
infectar los tejidos periapicales. Miembros del género Actinomyces vy
Propionobacterium propionicum son las principales bacterias encontradas en este

tipo de biofilm?327,
2.3. Periodontitis Apical

La periodontitis apical es una condicién caracterizada por la inflamacion y la
destruccion de los tejidos periapicales causada por agentes etioldgicos de origen
endodontico, puede ser aguda y sintomatica o cronica y minimamente sintomatica
0 asintomatica. La infeccion del sistema de conductos se ha establecido como la
causa principal de este padecimiento ademas la periodontitis apical que persiste

después de un tratamiento endodontico tiene una etiologia mas compleja*2%2L,

El grado de inflamacion periapical y los sintomas dependen de la cantidad de células
microbianas en el sistema de conductos y su virulencia, asi como la respuesta del
huésped. Las bacterias son los principales organismos que causan periodontitis
apical sin embargo también se pueden encontrar hongos y virus*?!, algunos de

estos microorganismos se muestran en la tabla 1.

La reaccién inflamatoria provocada por los microorganismos restringe la circulaciéon
sanguinea en la pulpa y debilita su capacidad de respuesta ante una agresion, lo

cual lleva a un dafio pulpar irreversible y necrosis pulpar®.
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La invasion bacteriana de los tubulillos dentinarios ocurre en el 50-90% de los
dientes con periodontitis apical. La habilidad de diferentes especies para invadir la
dentina demuestra que especies como cocos facultativos Gram positivos,
lactobacilos y actinomyces son los invasores mas frecuentemente encontrados

entre otras especies bacterianas?.

La persistencia de la enfermedad periapical cominmente esta asociada a
dificultades durante el tratamiento de conductos como un inadecuado control
aséptico, un acceso deficiente, conductos no instrumentados, instrumentacion

deficiente, filtracion de la restauracion temporal o permanente?°.

Los factores que pueden contribuir a la persistencia de una lesion periapical son la
existencia de infeccion intrarradicular, infeccion extrarradicular, reaccion a cuerpo

extrafio, presencia de quistes y curacion a través de tejido cicatricial fibroso.

Tabla 1: PRINCIPALES ESPECIES BACTERIANAS ENCONTRADAS EN
INFECCIONES ENDODONTICAS

Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella tannerae,

Prevotella baroniae, Prevotella denticola, Porphyromona endodontalis,

P. gingivalis, Tanerella forsythia, Dialister pneumosintes, Dialister invisus,
Infecciones F. nucleatum, Treponema denticola, Treponema sokranskii,

intrarradiculares | Pseudoaramibacter alactolyticus, Filifactor alocis, Actinomyces spp,

primarias P. propionicum, Olsenella uli, Peptostreptococcus micra,

Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis,

Campylobacter rectus, Campylobacter gracilis, Cantonella morbi,

Veillonella parvula, Eikenella corrodens, Centipeda periodontii,

Granulicatella adiacens, Gemella morbillorum, Capnocytophaga spp.

Infecciones Propionibacterium acnes, P. propionicum, Actinomyces naeslundii,
intrarradiculares | Actinomyces odontolyticus, P. intermedia, Anaerococcus prevotii,

secundarias/ Eggertella lenta, Enterococcus faecalis, G. morbillorum, P. micra,

persistentes P. alactolyticus, S. mitis, F. nucleatum, Candida albicans
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F. nucleatum, Prevotella spp., C. rectus, S. mitis, Streptococcus gordonii,

Bacterias en Streptococcus angiosus, S. sanguis, S. oralis, P. micra,
conductos Actinomyces israelii, Actinomyces odontolyticus, E. faecalis,
obturados Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, O. uli,

Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Staphylococcus.

Bacterias en E. faecalis, P. alactolyticus, P. propionicum, F. alocis, D. pneumosintes,
retratamientos D. invisus.
endoddnticos

Infecciones A. naeslundii, A. odontolyticus, Actinomyces viscosus, A. israelii,
extrarradiculares | P. acnes, P. propionicum, P. gingivalis, P. intermedia, Prevotella oralis,

P. micra, F. nucleatum.

Tomado de: Siqueira, 2009 28

2.4. Enterococcus faecalis

Los enterococos son células esféricas u ovoides, crecen en pares o cadenas cortas
en medios liquidos, no forman endoesporas y algunas especies presentan movilidad
por la presencia de flagelos escasos. Forman colonias blancas cremosas como se
muestra en la figura 2, son Gram positivos, catalasa negativos capaces de crecer
en Cloruro de Sodio (NaCl) al 6.5%, en rangos de temperatura de los 10-45°C y
pueden sobrevivir 30 minutos a 60°C y a un pH por encima de 9.6. La mayoria de
los enterococos son aerobios facultativos pero algunas especies son anaerobios
estrictos, son especies ubicuas y potencialmente patégenas que tienen la capacidad
de adquirir resistencia o tolerancia fenotipica a varios desinfectantes o agentes

fisicos?®. R o T —

Figura 2. Crecimiento bacteriano de E. faecalis en medio de cultivo (fuente propia).
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E. faecalis es un coco Gram positivo anaerobio facultativo, es un microorganismo
del tracto intestinal que puede habitar en la cavidad oral y el surco gingival, en el
intestino contribuye con el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos y vitaminas,
también se puede encontrar en el agua y alimentos. Dentro de la cavidad oral tiene
la capacidad de invadir los tubulillos dentinarios, penetrando a una profundidad de
50-300 uym y se adhiere a la dentina, tiene alta resistencia al estrés alcalino y puede
requerir de la funcion de la bomba de protones para sobrevivir en un ambiente
alcalino, ademas puede afectar la respuesta inflamatoria. Sin embargo, puede estar
presente en conductos infectados sin periodontitis apical visible?®.

Ademas, posee factores de virulencia que le permiten adherirse a las células del
huésped y matriz extracelular, facilitan la invasion de los tejidos, afectan la

inmunomodulacion, producen dafio mediado por toxinas. Entre estos factores se

encuentran?%20:
e Sustancia de e Acido e Produccién de superoxido
agregacion lipoteicoico extracelular
e Adhesinas de e Feromonas e Resistencia a
superficie sexuales determinados antibiéticos
e Gelatinasa e Citolisina e Polisacaridos capsulares
e Hialuronidasa e Hemolisina

E. faecalis cuenta con caracteristicas singulares que lo hacen un sobreviviente
excepcional, puede vivir y persistir en dientes tratados endoddnticamente con un
ambiente pobre en nutrientes, sobrevive en presencia de varios medicamentos,
hipoclorito de sodio (NaOCI), clindamicina y la medicacion mas popular de Ca(OH)2
y en ambientes extremos con bajo pH, alta salinidad y altas temperaturas, forma
biofilm en conductos medicados, invade y metaboliza fluidos dentro de los tubulillos
dentinarios, se adhiere al colageno en presencia de suero humano, puede
convertirse a un estado viable pero no cultivable (VBNC), resiste periodos

prolongados de inanicion y utiliza el liquido crevicular para recuperarse, establece
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monoinfecciones en conductos medicados, adquiere resistencia antibiotica por
codificacion de genes combinada con la resistencia natural a varios agentes

antimicrobianos®°.

El desarrollo del biofilm de E. faecalis consta de 3 etapas®®:

1. Se adhiere en la superficie dentinaria del conducto.

2. La disolucion de la fraccion mineral del sustrato dentinario por las bacterias
conduce al aumento de iones Calcio y Fosfato provocando la mineralizacion
del biofilm.

3. El biofilm de E. faecalis se mineraliza por la interaccién de las bacterias con

sus productos de desecho sobre la dentina.

E. faecalis es el microorganismo que se encuentra mas frecuentemente en las
infecciones post-tratamiento y el mas utilizado en investigaciones relacionadas con

la endodoncia.

Resultados microbiologicos han demostrado que la persistencia de enfermedad
periapical tiene una alta prevalencia de enterococos en un rango del 29 al 77%. En
conductos no tratados los enterococos constituyen Unicamente alrededor del 5% o
menos de la microflora. Lo cual lleva a cuestionar como y cuando los enterococos
invaden el sistema de conductos. Se puede hipotetizar que E. faecalis puede estar
presente en conductos no tratados en cantidades bajas por lo cual no es
recuperable. Debido a los cambios en el ambiente del conducto este
microorganismo puede crecer en altas proporciones recuperables. Otra explicacion
podria ser que E. faecalis entra a los conductos durante o entre el tratamiento

endoddntico?®-3t,

2.5. Medicacioén Intraconducto

Es aquella sustancia o medicamento que se utiliza entre las sesiones del tratamiento
endoddntico y es colocado dentro de los conductos radiculares después de
prepararlos biomecanicamente, con la finalidad de eliminar la infecciébn endodontica
y evitar la proliferacion microbiana en el sistema de conductos, eliminar o destruir

cualquier remanente bacteriano viable en el sistema de conductos que no haya sido
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destruido por la preparacibn quimico mecanica, neutralizar las endotoxinas
bacterianas en dientes con necrosis pulpar y periodontitis apical, reducir la
intensidad de la respuesta inflamatoria apical y por lo tanto disminuir el dolor, ayuda
a eliminar el exudado apical si estd presente ademas debe actuar como barrera
fisica y quimica previniendo la reinfeccion de los conductos y minimizar la

microfiltracion a través de la restauracion temporal®?.

Las bacterias pueden sobrevivir después de haber colocado la medicacion

intraconducto debido a varios factores?:

- Las bacterias dentro del conducto pueden presentar resistencia intrinseca al

medicamento y estar localizadas en zonas inaccesibles al medicamento.

- El medicamento puede ser neutralizado por los componentes del tejido, las

bacterias o sus productos, perdiendo su efecto antibacteriano.

- Los medicamentos pueden permanecer en el conducto por un periodo de

tiempo insuficiente para alcanzar y eliminar las bacterias.

- Las bacterias pueden alterar los patrones de expresion de los genes después
de algun cambio en el ambiente, lo cual les permite sobrevivir en ambientes

desfavorables.

El uso de una medicacion intraconducto altera las interrelaciones nutricionales
establecidas eliminando algunas bacterias que podrian ser necesarias para el
crecimiento de otras, o dejar algunas bacterias que cuya presencia previene el

crecimiento de otras®3.

2.5.1. Tipos de Medicacion Intraconducto

Se han empleado diferentes sustancias antimicrobianas como medicacion

intraconducto?:

o Ca(OH)2
o Antibidticos (Pasta triantibiotica, Clindamicina).
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o Biocidas no fendlicos (alcoholes, aldehidos, biguanidas, compuestos de
amonio cuaternario).

o Biocidas fendlicos (eugenol, paramonoclorofenol alcanforado,
paramonoclorofenol, cresatina).

o Compuestos del Yodo (yodo yoduro de potasio).

2.5.1.1. Hidréxido de Calcio

El primer registro que se tiene en la literatura sobre el uso del Ca(OH)2 es de Nygren
en 1838 quien lo utilizd para el tratamiento de “fistula dentalis”, posteriormente
Codman lo emple6 para tratar la pulpa dafiada®, pero fue hasta 1920 que se
introdujo formalmente al campo odontolégico por Herman, desde entonces se ha
utilizado para diferentes procedimientos como recubrimiento pulpar directo e
indirecto, apicogénesis, apexificacion, tratamiento de reabsorciones radiculares,
perforaciones radiculares iatrogénicas, fracturas radiculares, reimplantacion de

dientes y medicacion intraconducto 23,

El Ca(OH)z es un polvo sin olor, tiene un peso molecular de 74.08, presenta baja
solubilidad en agua la cual disminuye al aumentar la temperatura. El coeficiente de
disociacion del Ca(OH)2 (a=0.17) permite una lenta y controlada liberacién de iones
Calcio (Ca") e Hidroxilo (OH") (figura 3), su pH es de 12.5-12.8, es insoluble en
alcohol y una base fuerte®. Se le han atribuido propiedades bioldgicas como:
actividad antimicrobiana, capacidad para disolver tejido e induce la reparacion
mediante la formacién de tejido duro. Es considerado una de las medicaciones mas
efectivas en el tratamiento endodontico a nivel mundial?.
O
H Ca/ \H

\0/

Figura 3. Férmula quimica Ca(OH)a.
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Mecanismo de Accion.

Este depende de la liberacién de iones OH™ en un ambiente acuoso, los efectos
letales que ejerce sobre las bacterias se deben principalmente a los siguientes

mecanismos>:
1) Dafio a la membrana citoplasmética de la bacteria.

Los iones OH" inducen peroxidacion lipidica destruyendo los fosfolipidos de la
membrana celular, también remueven atomos de hidrégeno de los acidos grasos
insaturados generando radicales lipidicos que reaccionan con el oxigeno y
producen radicales peroxilipidos, los cuales inician una reaccion autocatalitica en
cadena generando nuevas pérdidas, produciendo asi dafio a la membrana

citoplasmatical333,
2) Desnaturalizaciéon de proteinas.

El medio alcalino que provee el Ca(OH)2 induce el rompimiento de los enlaces
ionicos que mantienen la estructura terciaria de las proteinas, dando como resultado
la pérdida de la actividad bioldgica de las enzimas e interrupcién del metabolismo
celular. Las proteinas estructurales también se ven afectadas por los iones
OH'1'3’33.

3) Dafio al ADN.

Los iones OH" reaccionan con el ADN bacteriano inhibiendo su replicacién, también
pueden inducir mutaciones letales. La capacidad del Ca(OH)z de absorber diéxido
de carbono (CO2) puede contribuir a su actividad antibacteriana, impidiendo el

suministro de CO: a las bacterias?=33.

En la literatura se ha reportado que el Ca(OH)z puede ser mezclado con diferentes
vehiculos para formar la pasta que se coloca dentro de los conductos®+%, algunos

de ellos se mencionan en la tabla 2.
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Tabla 2: Tipos de vehiculos utilizados en la elaboracion de la pasta de Ca(OH)2

ACUOSOS VISCOSOS OLEOSOS
o Agua destilada o Polietilienglicol o Aceite de oliva
o Solucién salina o Propilenglicol o Aceite de silicona
o Anestesia o Glicerina o Metacrecilacetato
o Solucién ringer o Eugenol
o Metilcelulosa o Acido oleico
o Carboximetilcelulosa o Acido linoleico
o Soluciones anidnicas o Alcanfor
detergentes
o Clorhexidina

Siqueira y cols. 1999, Athanassiadis y cols. 2007, Ballal y cols. 2010, Mohammadi 2011, Pacios y
cols. 2012,

El Ca(OH): actia como barrera fisica al ocupar el espacio dentro del conducto
previniendo el ingreso de bacterias a los conductos, de manera que elimina los
microorganismos remanentes, mediante la retencion de sustratos y limita el espacio

para su multiplicacion2,

Los efectos antibacterianos se presentan mientras se mantenga un pH alto, se ha
demostrado que la aplicacion de Ca(OH)2 por 7 dias es suficiente para reducir las

bacterias a un nivel que dé cultivos negativos?2.

Algunas de las propiedades bioldgicas con las que cuenta el Ca(OH)2 son la
biocompatibilidad que tiene debido a la baja solubilidad en agua y difusion limitada
gue presenta, ademas, tiene la habilidad de promover la reparacion de los tejidos
alrededor del diente con conductos infectados, tiene la capacidad de inhibir la

resorcion radicular y estimular la reparacion periapical después de un traumatismo?.
2.5.1.2. Clorhexidina.

El digluconato de clorhexidina (CHX) es una base biguanida fuerte con carga
positiva, hidrofébica y lipofilica, es un antiséptico catiébnico con amplio espectro
antibacteriano, su foérmula quimica (figura 4), es C22ClaNioH30™3"38, es

practicamente insoluble en agua, su actividad depende del pH del ambiente y su
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valor optimo es de 5.5-7, esta disminuye en presencia de sangre, Suero, pus y

materia organica, jabones y compuestos anionicos®®.

CI\@\EJ'\" H H H
N _N.___N
A o

H

NH NH
Cl

Figura 4. Estructura quimica de la Clorhexidina.
La CHX presenta3’38:

1. Accion bacteriostatica a bajas concentraciones. A través de la alteracion del
balance osmético de la bacteria, promueve la liberacién de moléculas de bajo

peso molecular.

2. Accion bactericida a altas concentraciones. Provoca muerte celular a través de
citolisis ya que aumenta la permeabilidad de la membrana celular bacteriana
liberando los principales componentes intracelulares, de este modo altera la
estructura de las proteinas y provoca la precipitacién/coagulacion de las
proteinas.

Actividad Antimicrobiana.

La CHX es efectiva contra bacterias Gram positivas, hongos y algunos virus. En
estudios ex vivo ha demostrado ser efectiva contra A. israelii y E. faecalis en
conductos radiculares infectados. In vitro es efectiva contra patbgenos endodonticos
como E. faecalis, Staphylococcus aureus y C. albicans, en esta ultima inhibe la
filamentacion y disminuye la adhesion de las levaduras a las células epiteliales.
También es efectiva contra periodontopatdgenos como P. endodontalis,
P. gingivalis, P. intermedia, Actinomyces actinomycetemcomitans vy
F. nucleatum334, Ademas inactiva virus lipofilicos como herpes simple, VIH, virus

de la influenza y citomegalovirus®.
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Efecto de Sustantividad.

La CHX posee sustantividad antibacteriana debido a la liberacion de iones con carga
positiva, estos pueden ser absorbidos por la dentina y prevenir la colonizacién
microbiana en la superficie dentinaria durante algun tiempo mas alla del tiempo real
de aplicacion del medicamento. La sustantividad microbiana depende del nimero
de moléculas de CHX disponibles para interactuar con la dentina y su efecto puede

durar hasta 12 semanas®”%°.
Usos y Aplicaciones de CHX3":38;

e En cirugia general, en solucién acuosa para la antisepsia quirtrgica del

paciente y del operador.

e En cirugia oral, en gel y enjuague bucal para el control de placa antes y

después del procedimiento.
e Cirugia de terceros molares, en gel 0.2% para prevenir alveolitis.
e Tratamiento para la Candidiasis oral.
e Irrigacion de conductos radiculares.
e Medicacion intraconducto.
e Preparacion preoperatoria de piel (disminuye la tasa de infeccion del sitio).
e Aplicacion tépica en el cordén umbilical (reduce mortalidad neonatal).
e Reduccién de inflamacion gingival, indices de placa y sangrado.
e Tratar halitosis.

La CHX ha sido utilizada por méas de 40 afios en la practica dental, principalmente
como enjuague bucal antibacterial ya que reduce significativamente la gingivitis y

los indices de placa y sangrado gingival®’.

Al utilizarla por mas de dos semanas en tratamientos dentales produce alteraciones

transitorias como pigmentacién temporal de color café oscuro en dientes, lengua y
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restauraciones de ionémero de vidrio y resina ademas de irritacion de la mucosa y

alteraciones en los sabores®’38,

En el area endodontica ha sido empleada como irrigante por su actividad
antimicrobiana y ha emergido como medicacién intraconducto ya que puede actuar
como bactericida o bacteriostatico dependiendo de la concentracion a la cual sea
utilizada, presenta sustantividad, su biocompatibilidad es aceptable y raramente

puede provocar reacciones alérgicas %41,

Su efecto sobre biofilms es significativamente menor que el NaOCI®®. Puede inhibir
la adherencia de algunas bacterias, tiene la capacidad de alterar la pared celular y

penetrar, produciendo efectos intracelulares toxicos®3"-8,

Las formulaciones en gel son menos téxicas para los tejidos periapicales, al ser
Viscoso se mantiene el agente activo en contacto con las paredes del conducto y
los tubulillos dentinarios y no interfiere con las propiedades de los materiales de

obturacion, sin embargo, no disuelve tejido organico?.

2.5.1.3. Pasta Triantibiotica.

La pasta triantibiética (TAP) es la medicacion intraconducto més utilizada para
desinfectar los conductos en procedimientos regenerativos, tiene la capacidad de
difundirse a través de los conductos radiculares hasta la zona periapical y ejercer
su accion bactericida. Los procedimientos regenerativos estan basados
biolégicamente en procedimientos planeados para reemplazar tejidos dafiados,
incluyendo la dentina y estructuras radiculares, asi como las células del complejo
dentino pulpar. En casos de dientes inmaduros con apices abiertos y pulpas
necroticas los procedimientos regenerativos promueven el desarrollo de la raiz y el

cierre apical®?*4,

La pasta triantibiética estd compuesta principalmente por ciprofloxacino,

metronidazol y minociclina®*-4°.

El metronidazol pertenece al grupo de los nitroimidazoles, es utilizado debido a su

amplio espectro y por su actividad antibacteriana contra cocos anaerobios, asi como
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bacilos Gram negativos y Gram positivos, penetra las membranas de las bacterias,
alcanza el nucleo y se une al ADN destruyendo su estructura helicoidal y por lo tanto
produce la muerte celular. Su uso ha sido recomendado debido a su baja induccién

de resistencia bacteriana*3#°.

La minociclina es un derivado sintético de la tetraciclina, es efectiva contra
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, incluyendo espiroquetas y
bacterias anaerobias facultativas invade las bacterias por difusién pasiva a través
de la capa externa de la membrana seguida de transporte activo a través de la
membrana interna, alcanzando las superficies de los ribosomas e inhibiendo la

sintesis de proteinas®,

La fluoroquinolona sintética ciprofloxacina tiene una actividad muy potente contra
los patdbgenos Gram negativos, pero su actividad es limitada contra bacterias Gram
positivas y la mayoria de las bacterias anaerObicas son resistentes a la
ciprofloxacina. Actta inhibiendo la ADNgirasa en nucleos bacterianos, degradando
el ADN por exonucleasas, dando como resultado un efecto bactericida. A menudo
se combina con metronidazol en el tratamiento de infecciones mixtas. Aunque
puede causar efectos secundarios, en dosis bajas, el medicamento es clinicamente
seguro. Se puede suponer que cuando se aplican dosis bajas de ciprofloxacina
como un medicamento intraconducto, se producen efectos secundarios generales

adversos insignificantes*34°,

El inconveniente de utilizar la pasta triantibiotica es que puede producir resistencia

bacteriana, ademas de que la minociclina puede causar decoloracion dental*>4°,

Algunos estudios han demostrado la eficacia antimicrobiana de la pasta triantibidtica
como el realizado por Adl y cols.** donde reportan que la pasta triantibidtica es
efectiva para eliminar E. faecalis ademéas de que esta pasta tiene la capacidad de
penetrar los tubulillos dentinarios hasta 200um y reducir la carga bacteriana,
ademas Sabrah y cols.*® mencionan que la pasta triple antibiotica disminuye
efectivamente la formacion de biofilm de E. faecalis y P. gingivalis. Por otra parte,

Pallotta y cols.*’ reportan que la mezcla de ciprofloxacino, Flagyl (metronidazol) e
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hidréxido calcio (CFC) es efectiva para eliminar Pseudomonas aeruginosa,

E. faecalis y Bacteroides fragilis.

Recientemente Karczewski y cols.”® sintetizaron nano fibras poliméricas con
Clindamicina y pasta triantibiética modificada con Clindamicina, realizaron pruebas
de sensibilidad en cepas ATCC de A. naeslundi, E. faecalis,
A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, y midieron los halos de inhibicion. Ambas
fibras inhibieron el crecimiento de todas las especies evaluadas. Determinan que la
razon fundamental para utilizar nano fibras que contienen antibibticos
biodegradables como un dispositivo intraconducto 3D es la liberacién localizada de
los agentes antimicrobianos a una concentracion mucho menor y de manera
predecible en las paredes de la dentina, ademas los resultados obtenidos muestran
el potencial clinico en la endodoncia regenerativa basado en la significativa eficacia

antimicrobiana, baja toxicidad y que no pigmentan los tejidos.
2.5.1.4. Clindamicina.

Los antibidticos son sustancias de origen natural, sintéticas o semisintéticas que
actuan inhibiendo microorganismos a una dilucion elevada y ejercen su accion
molecular en un proceso metabolico o en una estructura concreta de un

microorganismo*°.

La clindamicina es un derivado semisintético de la lincomicina, un antibiético natural
producido por la actinobacteria Streptomyces lincolnensis®°, por lo cual pertenece
al grupo de las lincosamidas*°!, es un derivado de un aminoécido, el acido trans-

1-4-n-propilhigrinico, unido a un derivado de una octosa que contiene azufre®.

Es un antibiotico de amplio espectro con un alto nivel de actividad contra bacterias
anaerobias Gram positivas y negativas, cocos Gram positivos y protozoarios®*®3, La
clindamicina en presentacién de gel al 1% esta indicado en el tratamiento auxiliar

del acné vulgaris®®>!,
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Se une exclusivamente a la subunidad 50s de los ribosomas bacterianos y suprime
la sintesis de proteinas, potencializa la opsonizacion y fagocitosis bacteriana incluso

a concentraciones subinhibitorias*® 51-%3,

La clindamicina se ha utilizado por mas de 30 afios por todo el mundo para tratar
infecciones de cabeza y cuello, respiratorias, 0seas, de tejidos blandos, pélvicas y

abdominales, ademas como profilaxis para la endocarditis*?3,

Brook y cols. ®>2 mencionan que la clindamicina se ha empleado como antibiético de
primera opcion en el tratamiento de infecciones odontogénicas leves o moderadas,
sin embargo, se debe tener en cuenta que la naturaleza polimicrobiana de las
infecciones dentales y la resistencia bacteriana a los antibioticos se convierten en

un desafio al momento de tratarlas.

Existen pocos registros de su uso en el area endoddntica como medicacion
intraconducto, en el afio de 1990 Molander y cols.> reportan un estudio in vivo
utilizando el polvo de una capsula de 150 mg de clindamicina mezclada con solucion
salina, la cual colocaron como medicacién intraconducto durante 14 dias, sin
embargo, determinaron que no presenta alguna ventaja sobre la medicacion
intraconducto convencional de Ca(OH)zy, por lo tanto, no recomendaban su uso en
el tratamiento de conductos. Gilad y cols.®® desarrollaron fibras de vinil-acetato de
etileno (EVA) impregnadas con clindamicina, las cuales eliminaron efectivamente
cepas de P. intermedia, sin embargo, fueron menos efectivas contra F. nucleatum y
presentaron efecto nulo sobre P. micros. Por otra parte, Rector y cols.%® realizaron
un estudio in vitro en el cual determinaron que la clindamicina gel 1% es un farmaco
efectivo en la inhibicibn de bacterias periodontopatdégenas como P. gingivalis,
A. actinomycetemcomitans, P intermedia y T. forsythia.

Recientemente investigadores desarrollaron nano fibras poliméricas impregnadas
con clindamicina que se utilizaron como medicacion intraconducto, estas fibras

eliminaron efectivamente A. naeslundii*®.
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2.6. Soluciones de Superoxidacién (SSO).

Las SSO son soluciones acuosas procesadas electroquimicamente, fabricadas a
partir de agua pura, durante la electrélisis, las moléculas de agua se rompen, con la
consecuente formacion de iones y radicales libres, si se adiciona cloruro de sodio
(NaCl) grado biol6gico, también se disocia dando como resultado especies

altamente reactivas®’.

Para su elaboracién son tratadas en una camara con dos electrodos, uno positivo o
anodo y uno negativo o catodo, a la cual se le induce corriente eléctrica de 9 volts,
generando diversos elementos, principalmente derivados de Cloro (CI°), Hidrogeno
(H") y Oxigeno (O"). El NaCl en el agua se disocia en CI" cargado negativamente,
asi como en sodio (Na*) e H" cargados positivamente. Los iones OH" y CI son
absorbidos por el anodo, mientras liberan un electron para transformarse en
radicales y se combinan formando &cido hipocloroso (HCIO) principalmente,
ademas de ion de acido hipocloroso (HCIO), clorina (Cl2), hidroxido (OH) y ozono
(O3), los cuales son efectivos para inactivar algunos microorganismos. Después de
este proceso de electrolisis se obtiene una solucién incolora, acida, con un alto
potencial de oxidorreduccion (ORP) y con una variedad de iones que pueden ser

utiles clinicamente®®°,

Especies quimicas presentes en SSO°:
e Acido hipocloroso (HCIO)
e Cloro libre en ppm (Cl2)
e 0Ozono (03)
e Peroxido de hidrogeno (H20>)
e Cloruro de sodio (NaCl)

De acuerdo al pH que presenten las SSO se pueden clasificar como acidos fuertes
o de pH bajo, se preparan con soluciones de NaCl y se electrolizan, los acidos

débiles o de pH alto se obtienen por la electrolisis de soluciones con mas altas
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concentraciones de NacCl, este tipo de SSO son microbicidas activos debido a la alta
cantidad de cloro libre activo, el cual es superior a 650 ppm, son altamente
corrosivas e inestables. Las SSO de pH alcalino (>9) tienen propiedades
microbicidas pero su efectividad es mas limitada ya que la presencia de cloro esta
disminuida®"*°. Estos productos farmacéuticos, se comercializan en presentaciones

de solucion e hidrogel.

Mecanismo de Accion

Se relaciona con el efecto de oxidacion de los grupos sulfhidrilos (-SF) y disulfuro
(SS) de los aminoacidos de la pared bacteriana y en los virus hay alteracién de la
capside, lo que inactiva las enzimas de las bacterias y virus alterando los procesos
de respiracion y nutricion de los gérmenes, ademas existe oxidacion de los
componentes respiratorios, inhibicibn de la sintesis de proteinas, ruptura y
disminucién de la sintesis de ADN, rompimiento de las cadenas de ARN, cloracion
en el anillo de aminoéacidos, alteracion del metabolismo bacteriano, viral y fungal

disminuyendo drasticamente la produccion de ATP>8:6061,

Su mecanismo de accion se debe a que reacciona y desnaturaliza proteinas como
la catalasa y la RNAasa. En las bacterias desestabiliza la pared celular por la accion
de los radicales libres y iones, su haturaleza hipotdnica provoca un choque osmotico

en la célula hasta que esta estalla®’.

Eficacia Antimicrobiana.

Las SSO presentan efecto desinfectante, esterilizante y antiséptico. Su espectro
microbicida es amplio y efectivo contra una gran variedad de bacterias (menos de 5
min de contacto), hongos, virus (10 min de contacto) y micobacterias, eliminandolos
de manera rapida, poseen baja toxicidad, son de facil manejo en su

almacenamiento, uso y desecho®.

Son efectivas contra: P. aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus hirae,
Acinetobacter baumanni, Acinetobacter sp, B. fragilis, Enterobacter aerogenes,
E. faecalis, Enterococcus resistentes a vancomicina, Haemophilus influenzae,

Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis,
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Serratia marcescens, S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus pyogenes, Salmonella typhi,
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, Mycobacterium avium intracellurare,
Micobacterium chelonae, Mycob6cterium tuberculosis y C. albicans. Destruyen
esporas de Bacillus atrophaeus, Bacillus cereus, Bacillus subtillis y virus de hepatitis
B, poliovirus, norovirus y VIH®. Es un producto farmacéutico que se puede

encontrar en el mercado en presentacion de hidrogel y como solucion.
Usos y Aplicaciones de las SSO.

Las SSO se han empleado principalmente para desinfectar equipo endoscépico y
de hemodidlisis. La FDA las ha aprobado para tratar diversos problemas clinicos en
humanos, como: procesos infecciosos en pie y Ulceras, desbridar, lubricar y
humectar heridas traumaticas y quemaduras, irrigar el mediastino después de una
cirugia a corazén abierto, tratamiento de peritonitis y abscesos intraperitoneales,

lavado y desinfeccion de manos de personal médico®”°8,

El primer estudio realizado en México donde se utilizé una SSO fue en necrobiosis
de pies diabéticos, no se presentaron efectos colaterales adversos y hubo reduccién

significativa del olor fétido en las primeras 24 h.

En un segundo estudio utilizaron SSO sobre Ulceras venosas cronicas, la mayoria
de las Ulceras cerraron en los primeros 7 meses de tratamiento mientras que las del
grupo control después de un afio. Se encontré que su aplicacion en estas lesiones

pudiera haber acelerado la cicatrizacion de la mayoria de las Ulceras.

En el tercer estudio se utilizoé en el tratamiento de quemaduras de 2° y 3er grado,
estos pacientes no requirieron de terapia antibiética, las quemaduras de 3er grado
con didmetro de hasta 10 cm sanaron completamente sin requerir injertos de piel,

los resultados cosméticos fueron mejores y hubo menos quelacion®’.
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Biocompatibilidad.

EI HCIO que contienen las SSO es una molécula que biolégicamente es sintetizada
por neutréfilos y macrofagos durante un proceso biolégico conocido como estallido

respiratorio que tiene lugar como resultado de la fagocitosis®?.

El uso de las SSO en el area odontoldgica es limitado debido a que no se han
realizado muchas investigaciones sobre ellas, sin embargo, se han reportado
resultados favorables como los obtenidos por Stein®! al utilizar SSO como irrigante
en tratamientos de raspados y alisados radiculares con lo cual se disminuy6
considerablemente la placa dentobacteriana, se redujo la inflamacion gingival y la
profundidad de las bolsas periodontales, del mismo modo Flores®® reporta
resultados similares utilizando SSO como parte de la terapia periodontal, sin efectos
colaterales en su uso, ademas Mena- Mendivil y cols.®® argumentan que las SSO
tienen la capacidad para remover el biofilm y podrian ser una posible alternativa
como irrigantes intraconducto, sin embargo deben ser probadas clinicamente para
poder determinar su efecto antibacterial en los diversos microorganismos que

habitan los conductos necraéticos.
2.7. Hidrogeles.

Un gel se define como una red tridimensional compuesta de cadenas flexibles,
constituida por segmentos conectados de una determinada manera e hinchada por
un liquido. Pueden ser de dos tipos dependiendo del liquido que solvata las
cadenas, si este es organico recibe el nombre de organogel, si es agua se

denominan hidrogeles®.

Un hidrogel es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polimeros
gue son capaces de absorber liquidos (agua o fluidos corporales) sin disolverse y
liberarlos con el tiempo. Estos polimeros tienen ciertas caracteristicas como ser
hidréfilos, blandos, elasticos e insolubles en agua ademas de que se hinchan en
presencia de ella, aumentando su volumen mientras mantienen la forma hasta

alcanzar el equilibrio fisico quimico, pueden tener gran resistencia mecanica®4°,

C.D. Mayra Lizeth Mejia Barriga 35




“COMPARACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE UN HIDROGEL DE
OXIDO DIALIL DISULFURO MODIFICADO EN RELACION AL HIDROXIDO DE CALCIO”

Los hidrogeles se pueden obtener a partir de polimeros naturales, por ejemplo,
colageno, quitosan, fibrina y otros, y sintéticos como: 6xido de polietileno, acido
poliacrilico, polivinil pirrolidona y alcohol polivinilico, por medio de procesos fisicos

y quimicos®.

2.8. Oxido Dialil Disulfuro Modificado (ODD-M).

El ajo (Allium sativum) es una planta que pertenece a la familia Liliaceas es originario
de Asia central pero actualmente se puede encontrar en todo el mundo®®. Contiene
mas de 2000 sustancias biolégicamente activas como compuestos volatiles,
compuestos organo sulfurados solubles en agua y en aceite, aceites esenciales,

fibra dietética, 32% de azucar, flavonoides y pectina®.

El ajo ha desempeiiado un papel importante en la medicina a través de la historia.
Varios experimentos e investigaciones clinicas han sugerido que presenta varios
efectos favorables, entre ellos la reduccion de los factores de riesgo de las
enfermedades cardiovasculares, reduce el riesgo de cancer, puede regular los
niveles de azlcar en sangre, es antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano,
antifangico, antiparasitico, antiviral, mejora la desintoxicacion de compuestos
extrafios y es hepatoprotector, ademas tiene efectos benéficos en el sistema

inmunolégico®S.

Histéricamente se cree que, en 1858, Louis Pasteur describié por primera vez el

efecto antimicrobiano del ajo sin embargo no existe referencia alguna®’.

Cavallito y cols.'* en 1944 aislaron e identificaron el componente responsable de la
notable actividad antimicrobiana de los dientes de ajo triturados, este compuesto
resulto ser azufre oxigenado, el cual ellos nombraron alicina por el nombre en latin

de la planta del ajo, Allium sativum.

La estructura quimica de la alicina surgio en 1947, cuando se demostro que podia
ser sintetizada mediante la oxidacion media del dialil disulfuro, sin embargo, la
molécula no era estable!!. Entre los afios 2000-2005 un grupo de investigadores
mexicanos lograron estabilizar el Dialil Oxido de Disulfuro Modificado (ODD-M)

agregando un cofactor que no modificaba ni la accién antimicrobiana ni el resto de
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acciones de la Alicina, pero si le conferia accion a largo plazo, logrando obtener un
antimicrobiano/antiséptico por contacto, estable, biodegradable, atéxico y con gran
espectro de accion, no solo contra microorganismos Gram negativos y positivos, ya
que incluso es activo contra hongos'?®’. Este producto se encuentra en el mercado

en presentaciones comerciales de hidrogel y solucion.
Obtencion de la Alicina.

El principal componente antimicrobiano del ajo es un compuesto de azufre
oxigenado, llamado Alicina, la cual no esté presente en el ajo crudo, esta se forma
rapidamente al momento de ser triturado el ajo mediante la accién de la enzima
Alinasa sobre la Aliina. Esta reaccion se completa en segundos (figura 5), por lo
tanto, las moléculas de Alicina obtenidas tienen una vida media corta. La Alicina
pura es una molécula volatil, poco miscible en soluciones acuosas, la cual tiene el
olor caracteristico del ajo recién triturado, es un potente antibiético como la
penicilina o tetraciclina, por si sola la Alicina es un producto inestable y sufrira
reacciones adicionales para formar otros derivados, dependiendo del ambiente y las

condiciones del proceso®%,

0 o
* ALLENASE
2 HyG=CH-OHz-S-OHy CH-COO" = H,CaCH.CH S-5-CHy CH=CHy
Allke NH, T HO Allicin

o
+ 2 CHg-C-COO" + 2NHj

Pyruvate

Figura 5. Obtencién de la molécula de Alicina en los dientes de ajo
(Ankri 'y Mirelman 1999).

Mecanismo de Accion.
1. Accién sobre el metabolismo microbiano.

La Alicina reacciona rapidamente con grupos tiol libres, a través del intercambio tiol-
disulfuro, por lo tanto, su principal mecanismo de accion antimicrobiano es a traves
de la interaccién con las enzimas que contienen tiol como cisteina proteasas,

tiorredoxina reductasa, RNA polimerasa y alcohol deshidrogenasas. Debido a que
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estas enzimas son esenciales para la nutricion y metabolismo bacteriano, se ha
sugerido que el desarrollo de resistencia bacteriana a la alicina se presenta 1000

veces menos que con otros antibidticos®891112,
2. Por medio de reacciones de oxido reduccion.

Por efecto de enlaces sulféxidos (SO), creando iones libres que rompen el enlace
1-4 de Mureina de la pared bacteriana, debilitandola ocasionando su ruptura y

muerte del microorganismo®’.
Eficacia Antimicrobiana.

La Alicina, es efectiva contra un gran numero de bacterias Gram positivas, Gram
negativas y bacterias acidorresistentes, ademas presenta especificidad antifungica
de amplio espectro, virus y parasitos® 919,

Entre ellas estan Salmonella, E. coli, Pseudomonas, Proteus, S. aureus, Klebsiella,
Micrococcus, Bacillus subtillis, Clostridium, M. tuberculosis, Helicobacter
Escherichia, Salmonella, Staphylococcus, Klebsiella, Enterococcus spp, Shigela

spp, Proteus, Bacillus, S. aureus resistente a la meticilina 112,

Estudios in vitro han demostrado que el ajo tiene actividad antiviral contra varios
tipos de virus incluyendo Cytomegalovirus, virus influenza B, virus del herpes simple
tipoly tipo 2, virus parainfluenza tipo 3, rinovirus humano tipo 2. también es un buen
agente para destruir lombrices en el cuerpo humano mediante la eliminacién de

parasitos del tracto gastrointestinal °.

Algunos hongos también son sensibles al ajo entre ellos estan Candida, Torulopsis,
Trichophyton,  Cryptococcus, Aspergillus, Trichosporon 'y Rhodotorula.
Epidermophyton y Microsporum, inhibe la geminacion de las esporas y el

crecimiento de hifas 1.

En estudios in vitro se ha demostrado el efecto antimicrobiano de diferentes

concentraciones de extracto de ajo sobre la microbiota de la placa dental ’.
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Biocompatibilidad.

El ajo tiene actividad inmunorreguladora, este efecto se debe a los compuestos
organosulfurados. Los fructanos del ajo afiejo han demostrado tener actividad
inmunorreguladora in vitro. El extracto de ajo es dependiente de la concentracion
efectiva en la proliferacion de IL-2 y en la expresion del gen del interferon (INF-y) de
linfocitos estimulados, también reduce la infeccion por macréfagos mediante la

induccion de la produccion de 6xido nitrico in vitro 68,
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3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Bakri y Douglas 8 evaluaron el efecto antimicrobiano in vitro de Alicina (extracto de
ajo) en 19 cepas bacterianas de patégenos orales y una cepa de C. albicans NCTC
3091, ademas, determinaron la actividad proteolitica de la Alicina en la enzima
cisteina-proteasa de P. gingivalis. Para los ensayos de sensibilidad antimicrobiana
estos investigadores utilizaron un extracto de ajo filtrado y esterilizado a una
concentracion de 57.1% (w/v), el cual contiene aproximadamente 220 pg/ml de
Alicina. Esta concentracion inhibi6 el crecimiento de casi todos los microrganismos
evaluados en este estudio. El rango de las concentraciones minimas inhibitorias
(MIC) de Alicina en las cepas bacterianas Gram negativas fue de 0.4-13.7 pg/ml
y13.7-55 pg/ml para bacterias Gram positivas. La MIC en E. faecalis aislado
endododnticamente fue de 27.5 pug/ml y 3.4 pg/ml para C. albicans. La actividad
proteolitica de la enzima cisteina-proteasa fue de 94.88% a una concentracion de
55 pg/ml de Alicina.

Bachrach y cols.?® evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro de la Alicina en
cepas bacterianas de A. oris (ATCC 43146), Streptococcus mutans (ATCC 27351),
Streptococcus sobrinus (ATCC 6715), P. gingivalis (ATCC 33277), F. nucleatum
(ATCC 10953), A. actinomycetemcomitans (ATCC 29523). Utilizaron Alicina al 98%
de purezay realizaron ensayos MIC: 600ug/ml para S. mutans, Actinomyces oris y
S. sobrinus, 300 pug/ml para A. actinomycetemcomitans y F. nucleatum, 2400 pg/mi
para P. gingivalis. Encontraron que la Alicina fue efectiva en inhibir el crecimiento
de todas las bacterias evaluadas. S. mutans, A. oris y S. sobrinus fueron las menos
sensibles. P gingivalis presento la mayor resistencia. Ademas, estos autores
evaluaron la actividad proteolitica de la Alicina mediante zimografia en gel, se redujo
la actividad enzimética a manera dependiente de las dosis de todas las proteasas
de P. gingivalis y la actividad de las gingipainas Arg fue inhibida en el 97% a

concentraciones de 60 pg/ml.

Khodavandi y cols.”® compararon la eficacia antifngica in vitro de la Alicina y el
Fluconazol en cepas de C. albicans (ATCC 14053) y 9 muestras aisladas de

pacientes con candidiasis sistémica. Utilizaron Alicina a diluciones de 0.05 a 25 ug
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mL?y Fluconazol de 0.03 a 64 ug mL™. Colocaron 100 pL del inoculo conteniendo
entre 5 x 102y 2.5 x 10° de levaduras en una micro placa e incubados a 35°C para
posteriormente determinar las concentraciones minimas inhibitorias. Utilizaron
inoculos de C. albicans ATCC 14053 (1 x 10*mL™ty 1 x 108 mL™) los cuales crecieron
en presencia de 0.01 pg mL? de Alicina y 2 pg mL* de Fluconazol, basado en las
concentraciones minimas inhibitorias y un grupo control sin tratar. Después de 0, 2,
4, 6, 8, 12 y 24 h de incubacién a 35°C, tomaron 100 pL de esta solucion y la
incubaron 24 h a 37°C contaron el numero de colonias y calcularon las CFU. La
Alicina y Fluconazol inhibieron el crecimiento de C. albicans en los diferentes
tamafios del inoculo, la cual fue significativa después de 4 h de incubacién (P<0.01)
en comparacion con el grupo control para ambos tamafios del inoculo. Por medio
de microscopia electronica determinaron que a diferentes concentraciones de
Alicina y Fluconazol se presentaron cambios morfoldgicos en la superficie celular,
observaron que se tornaba &spera e irregular, a mayores concentraciones (10 x
MIC) de los medicamentos, la Alicina perforé la superficie celular y Fluconazol indujo

la lisis celular.

Borhan-Mojabi y cols.”* compararon la eficacia antimicrobiana in vitro de diferentes
concentraciones de extracto de ajo en la reduccion de las bacterias salivales.
Recolectaron muestras de saliva de 40 pacientes, cada muestra la dividieron en 3
grupos, mezclaron 1 ml de saliva con 9 ml de suero fisioldgico estéril, posteriormente
con esta mezcla realizaron diluciones seriadas para preparar suspensiones a
concentraciones de 1x1073. Colocaron 1ml de extracto de ajo hidro-alcoholico a 1 ml
de la muestra salival que fue transferido a un medio de cultivo agar tripticasa. Las
muestras las expusieron a concentraciones de 40 y 70 mg/ml de extracto de ajo
durante 30 y 60 segundos, después incubaron las placas a 37°C por 48h. Dentro de
sus resultados obtuvieron que las concentraciones del 40% a 30 segundos tuvieron
una reduccion del 78% de CFU (1235.7 + 765.06) y a 60 segundos del 83.5% de
CFU (941.52 + 651.15). La concentracion del 70% a 30 segundos redujo 86.5% de
CFU (771.72 £ 703.86) y a 60 segundos 90.8% de CFU (524.8 + 497.4).
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Velliyagounder y cols.”? evaluaron el efecto antimicrobiano del Dialil-Sulfuro (DAS)
y Alicina sobre A. actinomycetemcomitans. Probaron concentraciones de Alicina y
DAS de 10, 1, 0.1 y 0.01 pg/ml. La Alicina a concentraciones de 10, 1, 0.1 pg/mi
elimind en su totalidad a la bacteria A. actinomycetemcomitans, sin embargo, a la
concentracion de 0.01 pg/ml solamente redujo la carga bacteriana a 1x10° CFU/ml
(P<0.01). Por su parte, DAS presentd actividad antimicrobiana significativa a las
diferentes concentraciones, a 10 ug/ml eliminé por completo la bacteria, incluso a la
concentracion de 0.01 pg/ml disminuyd los niveles bacterianos (P<0.01). Estos
autores evaluaron la viabilidad bacteriana del biofilm mediante microscopia
confocal, el biofilm fue expuesto a 0.01 pg/ml de DAS durante 2 h, el cual disminuyé
significativamente el crecimiento bacteriano a 1x10?> CFU/ml en relacién al grupo
control PBS (P<0.01). Ademas, evaluaron la citotoxicidad de DAS sobre células
epiteliales (OBA9) expuestas durante 12 h a concentraciones de 0.01, 0.1y 1 pg/ml
de DAS. Reportando una gran biocompatibilidad ya que no encontraron inhibicién
del crecimiento celular a la concentracion de 0.01 pg/ml. Mediante citometria de flujo
encontraron que ninguna de las concentraciones de DAS indujo apoptosis en las

células OBA9 a 12 h de exposicion.

Zaragoza Yy cols.”® realizaron una prueba in vitro para evaluar la efectividad
antimicrobiana de ODDM en cepas bacterianas de S. aureus, S. mutans,
L. acidophillus, C. albicans, E. coli y Pseudomona sp mediante una prueba de
difusién agar con discos de papel filtro impregnados con 5 pl de ODDM, incubados
a 37°C por 24 horas, posteriormente midieron los halos de inhibicién obteniendo un
promedio de 12 mm para ODDM de manera que inhibid el crecimiento de todas las

cepas bacterianas evaluadas.

Bokaeian y Bameri ° analizaron la actividad antimicrobiana in vitro del extracto
acuoso del ajo en enterococos aislados de 120 muestras de pacientes (47 muestras
de orina, 34 de sangre, 21 de piel y tejidos blandos y 18 de sistema respiratorio) de
las cuales el 79.2% fueron E. faecalis y el 20.8% Enterococcus faecium. Realizaron
pruebas de sensibilidad mediante el método de difusidon en discos, utilizaron el
extracto de ajo a una concentracién de 512 mg/ml, después de 24 h de incubacién
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midieron los halos de inhibicion y determinaron la concentracion minima inhibitoria.
Ademds, realizaron ensayos de sensibilidad antimicrobiana con diversos
antibioticos: colocando sensidiscos con 15 ug de Eritromicina, 30 ug de Tetraciclina,
10 pg de Ampicilina, 10 pg de Gentamicina, 5 pg de Ciprofloxacino, 30 pg de
Vancomicina y 15 pg de Cloranfenicol. Siguieron las guias CLSI, sus resultados
demostraron que la mayor resistencia antimicrobiana fue a Eritromicina (95.8%),
Tetraciclina (88.3%), y Ampicilina (65.8%), la menor resistencia a Cloranfenicol
(6.8%), Vancomicina (20%) y Ciprofloxacino (25%). El extracto de ajo fue efectivo
en todas las muestras bacterianas de enterococos, presentd zonas de inhibicion de
16.8 + 1.8 mm y MIC de 4-32 mg/ml.

Lihua y cols.”* investigaron los efectos de la Alicina en la formacion de biofilm de P.
aeruginosa, incluyendo la secrecion de sustancias poliméricas extracelulares (EPS)
y la induccién de la expresion de factores de virulencia mediante quérum sensing
(QS). Utilizaron concentraciones de Alicina de 10 pg/mly 128 ug/ml y a través de
microscopia laser confocal determinaron el radio de adhesion bacteriana en un
periodo de tiempo de 1, 3, 5, 6 y 9 h, donde observaron que alas 6 hy a la
concentracion de 128 pg/ml el radio de adhesion disminuyo6 de 0.70 + 0.03 a 0.50 +
0.01 (p<0.05), sin embargo, después de 9 h el efecto en la adhesion se perdio.
Ademas, estos autores reportan que Alicina reduce la produccién de EPS en
relaciéon a un grupo control (602.66 + 21.94 ug), alicina 10 pg/ml (217.10 + 8.68 ug)
y 128 pug/ml (181.19 £ 1.59 ug). Los factores de virulencia fueron tratados con 128
pug/ml de Alicina y reportaron que la expresion de Endotoxina A fue de (6.529 *
0.289), Elastasa (0.032 + 0.001), Pioverdina (7819.167 + 111.800) y Ramnolipidos
(0.269 £ 0.009) siendo estos valores menores en relacion al grupo control:
Endotoxina A (19.6 £ 0.5), Elastasa (0.46 + 0.003), Pioverdina (9325.8 + 367.675) y
Ramnolipidos (2.0 £ 0.063).

Ponnuswamy y Jeyalakshmi ™

realizaron un estudio in vitro comparativo para
evaluar el efecto antimicrobiano de la Alicina y Vancomicina en 13 muestras de
S. aureus meticilino resistente (MRSA) aisladas clinicamente. Realizaron una

prueba de sensibilidad mediante el método de difusién agar Kirby Bauer, en el cual

C.D. Mayra Lizeth Mejia Barriga 43




“COMPARACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DE UN HIDROGEL DE
OXIDO DIALIL DISULFURO MODIFICADO EN RELACION AL HIDROXIDO DE CALCIO”

Vancomicina presentd halos de inhibiciéon de 18 mm de didmetro para todas las
muestras y Alicina al 1% en las muestras 4, 10 y 11 present6 27 mm, 14 mmy 15
mm (P<0.001) respectivamente, en el resto de las muestras los valores fueron
<10mm. Por lo tanto, Alicina al 1% fue efectiva en eliminar MRSA en el 23.08% de
las muestras.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La presencia de microorganismos y sus productos dentro del sistema de conductos
provoca una respuesta del huésped, la cual puede reflejarse clinica y
radiograficamente como alteraciones periapicales*’, el resultado del tratamiento
endodontico depende de la reduccion o eliminacion de la carga bacteriana. En el
60-90% de los casos con periodontitis apical, los tubulillos dentinarios son invadidos
por bacterias?° y su total eliminacion es dificil de conseguir debido a la complejidad
gue presenta el sistema de conductos ya que este se conforma de varias
ramificaciones que se desprenden de los diferentes tercios del conducto principal
como son: conductos colaterales, conductos laterales, conductos secundarios,
conductos accesorios, interconductos, conductos recurrentes, cavo radicular,
conductos reticulares, deltas apicales y conductos en C, todas representan un sitio
donde queda retenido tejido pulpar que provee condiciones adecuadas para el

alojamiento y proliferacion bacteriana®2%:76,

Sakko y cols.* mencionan que ademas de bacterias también se pueden encontrar
hongos y virus en la periodontitis apical, en donde hasta el momento han sido

aisladas mas de 500 especies en infecciones endodonticas *2*.

Vincent?! menciona que las especies bacterianas mas frecuentemente aisladas son:
Dialister spp (44-55%), Filifactor alocis (46%), Parvimonas micra (5-28%),
Pseudoramibacter alactolyticus (32-56%), E. faecalis (77%), Eubacterium spp
(73%), Streptococcus spp (21-41%), V. parvula, Lactobacillus spp,
Selenomonas spp, Peptostreptococcus spp (35-45%), O. uli (10.5-74%),
Actinomyces spp, P. acnes, P. porpionicum (36%), T. denticola (15-68%),
T. socranskii (35%), Treponema maltophilum, Treponema parvum, F. nucleatum
(11.7-44%), E. corrodens (23-63%), Campylobacter spp (80-90%), T. forsythia (19-
51%), P. endodontalis (5-61%), P. gingivalis (6.7-30%), Prevotella spp (16.5-50%).

Persoon y cols.”” reportan que la prevalencia general de hongos en los conductos
radiculares es de un 7.5% y la especie mas frecuentemente aislada es C. albicans.
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Varios estudios han demostrado que la preparacion mecénica y la irrigacion
eliminan Gnicamente del 50-70% de microorganismos?! por lo que es importante la
colocacion de una medicacién intraconducto entre citas la cual tiene como objetivo

eliminar los microorganismos que la preparacion biomecéanica omite’®,

Actualmente el Ca(OH)2 es considerado la medicacion intraconducto mas efectiva
y la que més se utiliza en endodoncia, sin embargo, presenta ciertas desventajas
en su uso a corto plazo para desinfectar los tubulillos dentinarios debido a varios

factores3378:

e La capacidad de la dentina de amortiguar ciertas sustancias entre ellas el
Ca(OH)z-.

e Su baja solubilidad y difusion hacen que sea dificil que alcance un rapido
aumento en el pH para lograr el nivel necesario para eliminar las bacterias

dentro de los tubulillos y variaciones anatémicas.
e Variaciones en la alcalinidad de las diferentes formulaciones de Ca(OH)a2.

e EIl biofilm presente en los tubulillos dentinarios actia como una barrera
protectora para las bacterias que lo conforman, de tal manera que el Ca(OH):

no llega a tener ninguin efecto sobre ellas®?.

e El tejido necrético remanente en ramificaciones o istmos puede proteger a

las bacterias de la accion del Ca(OH)2!.

Otro inconveniente que presenta el uso del Ca(OH):zes la cantidad de vehiculos con
los que se puede mezclar ya que este va a determinar la velocidad de disociacion
ionica y de esto va a depender la disponibilidad de iones hidroxilo (OH") en solucién
y a su vez que presente efecto antimicrobiano, mientras més baja sea la viscosidad

de la pasta mayor serd la disociacion iénica?.

Sin embargo, Pacios y cols.,® recomiendan utilizar el Ca(OH)2 mezclado con
paramonoclorofenol alcanforado, o propilenglicol con paramonoclorofenol

alcanforado para mejorar su efectividad antimicrobiana.
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Otra desventaja que presenta es su dificil remocion de las paredes dentinarias, ya
gue quedan remanentes de Ca(OH)z que impiden la penetracion de los cementos
selladores a los tubulillos dentinarios, lo cual lleva a que existan microfiltraciones y

se vea comprometido el tratamiento endodontico’®-82,

Las multiples investigaciones realizadas en relacion al Ca(OH)z2 no han podido
esclarecer su efecto antimicrobiano, por su parte Chen y cols.®? demostraron que la
pasta de Ca(OH)2 no es capaz de inhibir el crecimiento de biofilm extrarradicular de
E. faecalis. En estudios in vitro en 6rganos dentales inoculados con E. faecalis se
ha demostrado que el Ca(OH)2 con solucion salina y polietilenglicol como vehiculos
son inefectivos para eliminar esta bacteria de los tubulillos dentinarios®#4. Estudios
in vivo demuestran que Ca(OH): es insuficiente para eliminar la microbiota que

persiste después de la instrumentacion quimico mecéanica®®8,

Por otra parte, se han reportado accidentes provocados por la colocacién de esta
pasta durante el tratamiento endodontico como el de Lindgren y cols.®” quienes
reportaron un caso de isquemia facial severa después de haber colocado pasta de
Ca(OH)2 con jeringa como medicacion intraconducto, la cual se introdujo en la
arteria alveolar inferior, como consecuencia de una perforacion apical en el
conducto distal. Del mismo modo Bruyne y cols.® reportaron un caso de necrosis
gingival causada por la extrusion de Ca(OH):z a través de la raiz, esto remarca la
necesidad de encontrar materiales méas biocompatibles para ser utilizados como
medicacion intraconducto, ademdas deja claro que durante el tratamiento
endododntico se pueden llegar a cometer errores clinicos que comprometan la salud

general de los pacientes.

El Ca(OH)2 no puede ser considerado como medicacion intraconducto universal
para todos los casos de conductos infectados y periodontitis apical® no es una
panacea, tiene un efecto antibacterial limitado que no afecta a todos los
microorganismos que forman parte de la microbiota endododntica, ademas sus
propiedades fisicoquimicas pueden limitar su efectividad en la desinfeccion

completa del sistema de conductos después de un periodo de tiempo corto? por lo
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gue seria importante evaluar nuevos principios activos en distintas formas
farmacéuticas con efectos antimicrobianos de amplio espectro y mas

biocompatibles, que permitan cumplir de una manera mas eficiente la desinfeccion

del sistema de conductos.

4.1. Pregunta de Investigacion.
¢, Qué efecto antimicrobiano in vitro presentara el hidrogel a base de ODD-M en

relacion a las pastas de Ca(OH)2?
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5. JUSTIFICACION.

Debido a que la preparacién quimico mecanica de los conductos es insuficiente para
erradicar en su totalidad la diversidad de bacterias presentes en el sistema de
conductos, el uso de una medicacion intraconducto es esencial para ayudar a
controlar la infeccién y eliminar los remanentes bacterianos!®. Athanassiadis y cols.!
mencionan que se han empleado diferentes medicamentos para tratar de lograr
estos objetivos, sin embargo, esto no se ha logrado, ademas sefialan que el
Ca(OH)2 podria no ser el medicamento ideal para todos los casos, lo cual remarca
la necesidad de emplear nuevos agentes antimicrobianos con amplio espectro que
sean seguros y efectivos como medicacion intraconducto®.

En la actualidad existe en el mercado un producto antimicrobiano de amplio
espectro que tiene como principio activo el 6xido dialil disulfuro modificado (ODD-
M). Autores como Gomez y cols.®® determinaron que el ODD-M tiene efecto
antimicrobiano significativo en biofilm procedente de aparatologia ortodontica, con
una concentracion terapéutica que no ha reportado efectos téxicos. Por otra parte,
Zaragoza y cols.” realizaron pruebas de sensibilidad antimicrobiana in vitro con
ODD-M para evaluar la efectividad en cepas bacterianas de S. aureus, S. mutans,
L. acidophillus, C. albicans, E. coli y Pseudomona sp, reportando que ODD-M inhibi6
el crecimiento de todas las cepas bacterianas evaluadas. Ademas, investigadores
como Bakri y Douglas® presentaron evidencia in vitro del efecto antimicrobiano de
la Alicina, demostrando que es efectiva contra especies bacterianas orales,
particularmente Gram negativas, por otra parte, Bachrach y cols.®® sugieren que la
Alicina puede ser utilizada como un principio activo antimicrobiano candidato para
pruebas in vivo como agente para la prevencion y tratamiento de enfermedades

dentales.

Los hidrogeles se han aplicado en diferentes areas como: medicina, biotecnologia,
farmacia e industria. Se han empleado como sistemas de suministro de
medicamentos, apoésitos humedos, matrices para el cultivo de células, lentes de

contacto, sensores, como reemplazo de tendones, piel, ligamentos y cartilago, entre
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muchas otras aplicaciones. Son materiales biocompatibles e inertes por lo que las

células y proteinas no tienden a pegarse a su superficie®6¢,

Cabe destacar que el ODD-M es un producto farmacéutico que esta a la venta en

presentacion de hidrogel el cual tiene una concentracién de 80 ug/ml.

Rangel y cols.®® evaluaron in vitro el grado de remocién y permeabilidad de los
tubulillos dentinarios de un hidrogel de superoxidacion comparado con el Ca(OH)z,
reportan que, al eliminar el hidrogel del conducto, los tubulillos dentinarios

permanecen con mayor permeabilidad y menor cantidad de remanentes en relacion

al Ca(OH)2 cémo se observa en la figura 6.

Figura 6. A. Microfotografia a 2000X del tercio apical donde se observan tubulos dentinarios
permeables después de retirar el hidrogel a base de superoxidacion. B. Microfotografia a
2000X del tercio apical donde se observan capas gruesas de remantes de Ca(OH).sobre la

pared dentinaria del conducto radicular (Rangel y cols. 2018).

Por lo cual es importante evaluar el efecto antimicrobiano de este producto
farmacéutico en presentaciéon de hidrogel a base de ODD-M sobre especies
bacterianas encontradas en infecciones de origen endodontico, ya que no existen
reportes en la literatura sobre esto. Por lo tanto, realizar ensayos de sensibilidad
antimicrobiana con este producto, marcard la pauta para realizar mas estudios
experimentales in vitro y clinicos, que permitan sustentar a futuro su uso como

medicacion intraconducto, ademas de desarrollar estrategias clinicas para su uso y
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aplicacién, de manera que se pueda cumplir mas adecuadamente con los principios

de limpieza y desinfeccion.

6. HIPOTESIS.
6.1. Hipotesis de trabajo.

El hidrogel a base de ODD-M presentara mayor efecto antimicrobiano in vitro en

relacion a las pastas de Ca(OH)-.
6.2. Hipotesis nula.

El hidrogel a base de ODD-M presentara un efecto antimicrobiano in vitro similar a
las pastas de Ca(OH)2.

7. OBJETIVOS.
7.1. Objetivo General.
Comparar el efecto antimicrobiano in vitro de 2 pastas de Ca(OH)z en relacién a un

hidrogel a base de Oxido Dialil Disulfuro Modificado.

7.2. Objetivos Especificos:
1. Estandarizar el modelo experimental in vitro para la colocacién de pastas e
hidrogeles en medios de cultivo bacterianos sélidos.
2. Evaluar el efecto antimicrobiano de las pastas e hidrogeles en cepas ATCC
de E. faecalis, S. aureus, S. mitis y C. albicans, mediante ensayos de

sensibilidad.
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8. MATERIAL Y METODOS.
8.1. Tipo de estudio.

- Investigacion experimental, comparativo, cuantitativo

8.2. Variables.
e Medicién de los halos de inhibicién

e Cepas bacterianas ATCC

8.3. Reactivos. (Figura 7).

o ULTRACAL™ XS™ (ULTRADENT) Hidréxido de Calcio 35%.

o Microdacyn® 60 Hydrogel de Superoxidacion (Oculus).

o Dalacin T® (Pfizer) Clindamicina 1% (Lote: S42450, Caducidad: ENE/19).

o Accua Aséptic Gel® (CELL PHARMA) Oxido Dialil Disulfuro Modificado
(ODD-M) (Lote: C0190217, Caducidad MAY/19).

o Bexident® Encias (ISDIN) Gel de Clorhexidina al 0.2% (Lote: 629411
Caducidad: 10/19).

o Hidroxido de Calcio (VIARDEN) (Lote: 040217, Caducidad: 03/02/20).

o Agua inyectable (PISA).

HIDROGELES PASTAS Ca(OH):

Figura 7. Reactivos en presentaciones comerciales
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8.4. Estandarizacion del depésito de los hidrogeles
8.4.1. Colocacion de reactivos en dispositivos dispensadores.

Se utilizaron 5 jeringas estériles de 3 ml TERUMO®, a las cuales se les retiro el
émbolo con cuidado para no dafiarlo y se verti6 el hidrogel correspondiente
directamente de su presentacién comercial en el cuerpo milimetrado de la jeringa

de tal manera que no quedaran burbujas de aire y calculando que se depositaran

entre 2 y 2.5 ml de hidrogel en cada una (Figura 8).

Figura 8. Colocacion de reactivos en dispositivos dispensadores. A. Colocacion de Dalacin
T® en la jeringa 3. B. Llenado de la jeringa 2 con Microdacyn® 60. C. Reincorporacion del

émbolo al cuerpo de la jeringa. D. Eliminacién de burbujas.

8.5. Preparacioén de las Pastas.

a) UltraCal™ XS™ ULTRADENT. l
A i '
La pasta de Ca(OH): UltraCal™ XS™ se utilizé

directamente de la jeringa en la que viene el producto  Figura9. UltraCal™ XS™
(Figura 9).

b) Hidréxido de Calcio VIARDEN

Se utilizo el polvo de Ca(OH)zde la marca Viarden del lote 040217
con fecha de caducidad del 03/02/20 (Figura 10).

Figura 10. Ca(OH)2
VIARDEN
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8.5.1. Preparacién de Medicacion Convencional de Ca(OH)a.

El Ca(OH)2 se prepar6 bajo las condiciones en las que se realiza en la practica
endododntica diaria, se colocé n cantidad de polvo en una loseta estéril y se
determind colocar 2 ml de agua destilada para tratar de estandarizar el
procedimiento y que la cantidad de Ca(OH)2 fuera la misma que el resto de los
hidrogeles. Con una espatula estéril se mezclaron el liquido y el polvo hasta
conseguir la consistencia adecuada para posteriormente aspirar la mezcla con la
boquilla de la jeringa (Figura 11) y después depositarlo en las cavidades asignadas
a este compuesto. Cabe mencionar que esta pasta se preparé hasta el momento de

su colocacion en los medios de cultivo para evitar que se deshidratara la mezcla.

-
- \

e
2

. =

A

7

C

Figura 11. Preparacién de la pasta de Ca(OH).. A. y B. Mezcla del polvo de Ca(OH), con
2 ml de agua destilada C. Llenado de la jeringa con la pasta de Ca(OH)..

8.6. Clasificacién de Grupos de Estudio.

A cada jeringa con su respectivo reactivo se le asigné un

namero de la siguiente manera (Figura 12):

ULTRADENT™ XS™
Microdacyn® 60 Hydrogel
Dalacin T®

7 - ®
Accua Aseéptic Gel Figura 12. Jeringas con los

Bexident® Encias reactivos.

S T o

Hidréxido de Calcio en polvo mezclado con agua

destilada.
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8.7. Preparacién del Medio de Cultivo.

Se utilizé agar Mueller-Hinton deshidratado BD Bioxon del cual se disolvieron 38 gr
en 1 It de agua destilada, se hidrato durante 10 a 15 minutos, se mezcl6é bien
agitando frecuentemente, se dej6 hervir durante 1 minuto y se esterilizo a 121°C por
un tiempo no mayor a 15 minutos. Se dejo enfriar a 40 — 45°C, posteriormente se

vacio en cajas de Petri hasta obtener un grosor aproximado de 4 mm.

Para preparar el medio Mueller-Hinton con sangre, se realiz6 el mismo
procedimiento previamente descrito, una vez que estuvo a una temperatura de 40-
45°C se adicionaron 50 ml de sangre de carnero posteriormente se vacio en cajas

de Petri hasta obtener un grosor aproximado de 4 mm.

8.8. Cepas.

Se utilizaron las siguientes cepas (Figura 13):

e Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

e Streptococcus mitis

e Candida albicans

Figura 13. Cepas bacterianas
utilizadas en el estudio.

8.9. Preparacion del In6culo Bacteriano.
Se depositaron 3 ml de solucién salina en 4 tubos de ensayo, en los cuales se
ajustaron los inéculos a la escala de McFarland 0.5 y 1.8 correspondiente para

cada cepa bacteriana y se les asigné un nimero como se muestra en la tabla 3:

Tabla 3: Clasificacion y preparacion de los in6culos bacterianos.

ESCALA DE VALORES
TUBO | MICROORGANISMO | McFARLAND (0.5) RANGO OBTENIDOS
1 S. aureus 1.5 - 108 UFC 0.5 - 0.63 McF 0.51
2 E. faecalis 1.5 - 108 UFC 0.5 - 0.63 McF 0.54
3 C. albicans 6.0 - 10° UFC 1.80 - 2.20 McF 1.85
4 S. mitis 1.5 - 108 UFC 0.5 - 0.63 McF 0.76
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Posteriormente se encendid un mechero bunsen y con un aplicador de madera
estéril se tomaron colonias de una cepa bacteriana y se disolvieron en los 3 ml de
solucion salina de un tubo, hasta homogenizar la mezcla, este procedimiento se
repitio con las demas cepas bacterianas, la densidad de los inéculos se verificd con

un DensiCHECK plus, como se muestra en la figura 14.

Figura 14. Preparacién del in6culo bacteriano. A. Cepas bacterianas. B. Toma de las colonias
bacterianas. C. Disolucién de las colonias bacterianas. D. Ajuste del inoculo en la escala de

McFarland con DensiCHECK plus.

8.10. Inoculacion de las Placas.

Se utilizaron 12 cajas de Petri, formando 4 grupos de 3 cajas cada uno, los cuales
fueron enumerados del 1 al 4 como se muestra en la figura 15, de manera que los
medios de cultivo y las suspensiones bacterianas previamente enumeradas

correspondieran de la siguiente manera como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4: Relacién del medio de cultivo con la suspension

Medio de cultivo Suspensién bacteriana
(cajas de Petri) (tubos de ensayo)
1. Agar Mueller-Hinton 1.S. aureus

2. Agar Mueller-Hinton con | 2. E. faecalis

sangre de carnero

3. Agar Mueller-Hinton 3. C. albicans

4. Agar Mueller-Hinton con | 4. S. mitis

sangre de carnero

Figura 15. Medios de cultivo.
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Posteriormente se procedié a realizar una siembra masiva utilizando hisopos
estériles embebidos con la suspensién bacteriana ajustada correspondiente, el
hisopo se presiond sobre la pared interna del tubo, por encima del nivel del liquido
para eliminar el exceso, después se frotd la superficie del medio de cultivo estéril
con el hisopo, dando giros a la placa para asegurar una correcta distribucion del

inoculo (Figura 16).

Figura 16. Inoculacidn de las placas. A. y C. Hisopos embebidos con suspension bacteriana,

B.y D. Siembra masiva.

8.11. Acondicionamiento de Cavidades en Medios de Cultivo.

Previamente se disefié una plantilla y cada medio de cultivo se colocé sobre ella
para realizar sobre esa guia los pozos en el agar y distribuir equitativamente las 6
cavidades que se realizaron con el diametro mas grande de una micro pipeta
Pasteur en cada uno de los medios de cultivo (figura 17), finalmente se marco cada

cavidad con los niUmeros del 1 al 6.

Figura 17. Acondicionamiento de cavidades en medios de cultivo. A. Plantilla para
distribucion de cavidades, B. Micro pipeta Pasteur, Cy D. Confeccion de cavidades en medios

de cultivo.
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8.12. Colocacién de Hidrogeles y Pastas en Cavidades.
Una vez que se realizaron las cavidades correspondientes en cada uno de los
medios de cultivo se distribuyeron los hidrogeles y las pastas de la siguiente

manera (Figura 18):

Hidroxido de calcio ULTRADENT™ XS™
Microdacyn® 60 Hydrogel
Dalacin T®

Accua Aséptic Gel®

Bexident® Encias Figura 18. Distribucién de

hidrogeles y pastas en
medios de cultivo.

o gk w N PE

Hidroxido de calcio mezclado con agua destilada.

Se utilizaron agujas desechables estériles TERUMO® de 20 G x 32 mm para colocar
las pastas y los hidrogeles en las perforaciones de los medios de cultivo, se cambid
de aguja para cada una de las cepas bacterianas, para cada hidrogel y para cada
pasta (Figura 19).

Figura 19. Ay B. Colocacioén de hidrogel C. Colocacion de pasta de Ca(OH)..

8.13. Incubacion de Medios de Cultivo.

Los medios de cultivo enriquecidos con sangre y que fueron inoculados con
E. faecalis y S. mitis se depositaron dentro de un frasco de vidrio con velas
encendidas y se tap0, con la finalidad de generar COz, para mejorar las condiciones
de anaerobiosis. Después el frasco con los medios de cultivo y los medios de cultivo
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inoculados con S. aureus y C. albicans se llevaron a una estufa de cultivo a una
temperatura de 37°C por 24 h (Figura 20).

| NN dlE
T NN

‘1\\\\‘.‘."

Figura 20. Incubacion de medios de cultivo. A. Contenedor con los medios de cultivo

enriquecidos con sangre. B. Estufa de cultivo. C. Medios de cultivo dentro de la estufa.

8.14. Medicion de Halos de Inhibicién.
Después de 24 h se midio el diametro de los halos de inhibicion inducidos por cada
uno de los hidrogeles y pastas, mediante un vernier como se muestra en la figura

21. Se registraron los datos en una bitacora.

B e
£ G

Figura 21. A. Vernier. B. Medicién de halos de inhibicién.
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9. RESULTADOS.
9.1. Ensayos de Sensibilidad Antimicrobiana.

9.1.1. Halos de inhibicion formados en la cepa de S. aureus (Figura 22y 23).

Figura 22. Halos de inhibicién formados por los diferentes hidrogeles y
pastas utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano en S. aureus vistos
sobre un negatoscopio.

Figura 23. Halos de inhibicién formados por los diferentes hidrogeles y pastas
utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano en S. aureus vistos a contraluz.
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9.1.2. Halos de inhibicion formados en la cepa de E. faecalis (Figura 24 y 25).

Figura 24. Halos de inhibicién formados por los diferentes hidrogeles y pastas
utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano en E. faecalis vistos sobre un
negatoscopio.

Figura 25. Halos de inhibicién formados por los diferentes hidrogeles y pastas
utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano en E. faecalis visto a contraluz.
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9.1.3. Halos de inhibicion formados en la cepa de C. albicans (Figura 26 y 27).

Figura 26. Halos de inhibicion formados por los diferentes hidrogeles y pastas utilizados
para evaluar el efecto antimicrobiano en C. albicans vistos sobre un negatoscopio.

Figura 27. Halos de inhibicién formados por los diferentes hidrogeles y pastas
utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano en C. albicans visto a contraluz.
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9.1.4. Halos de inhibicion formados en la cepa de S. mitis (Figura 28 y 29).

Figura 28. Halos de inhibicion formados por los diferentes hidrogeles y pastas utilizados
para evaluar el efecto antimicrobiano en S. mitis vistos sobre un negatoscopio.

Figura 29. Halos de inhibicién formados por los diferentes hidrogeles y pastas
utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano en S. mitis visto a contraluz.
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En la figura 30 se puede observar la difusion de la pasta de Ca(OH)z, sin embargo,

se ve claramente que este no inhibid el crecimiento bacteriano.

Figura 30. Pasta de Ca(OH)..

Por esta razon se decidié observar al microscopio las cajas de Petri y de esta
manera se confirmo la presencia de bacterias en donde se colocaron las pastas de
Ca(OH):2 (Figura 31).

Figura 31. A. Fision binaria de S. aureus, la cual se

observé através del microscopio después de la
incubacidn, con la pasta de Ca(OH),. B. Microscopio.
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9.2. Andlisis Bioestadistico.

Se utilizé la prueba paramétrica T student con un nivel de confianza del 95% y a/2

= 0.05 los datos se analizaron con el paquete estadistico IBM SPSS version 24.

9.2.1. Estadistica Descriptiva.
Tabla 5: Representa la sensibilidad antimicrobiana inducida por la pasta a base de
Ca(OH)2 ULTRACAL™ XS™ en las cepas bacterianas.

S. aureus E. faecalis C. albicans S. mitis

Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente

Tabla 6: Representa la sensibilidad antimicrobiana inducida por el hidrogel de
superoxidacion (Microdacyn® 60 hydrogel) en las cepas bacterianas.
S. aureus E. faecalis C. albicans S. mitis
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Tabla 7: Representa la sensibilidad antimicrobiana inducida por el hidrogel de
Clindamicina (Dalacin T®) en las cepas bacterianas.
S. aureus E. faecalis C. albicans S. mitis
28.5 mm Resistente Resistente 41 mm
28 mm Resistente Resistente 39 mm
27 mm Resistente Resistente 38.5 mm
30 mm Resistente Resistente 39 mm
30 mm Resistente Resistente 38 mm
30 mm Resistente Resistente 39 mm
28.91+1.28 39.08 £1.02
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Tabla 8: Representa la sensibilidad antimicrobiana inducida por el hidrogel ODD-M

en las cepas bacterianas.

S. aureus E. faecalis C. albicans S. mitis
19.5 mm 12 mm 19 mm 11.5 mm
19 mm 12 mm 19.5 mm 11 mm
20 mm 11.5 mm 20 mm 11 mm
20 mm 11.5 mm 21 mm 12 mm
20 mm 11 mm 21 mm 12 mm
21 mm 11 mm 20 mm 12 mm
19.91 + 0.66 11.5+1.28 20.08 £ 0.8 11.58 £ 0.49

Clorhexidina (Bexident) en las cepas bacterianas.

Tabla 9: Representa la sensibilidad antimicrobiana inducida por el hidrogel de

S. aureus E. faecalis C. albicans S. mitis
19 mm 11.5 mm 18 mm 23 mm
18.5 mm 12 mm 18 mm 21 mm
19 mm 11 mm 17 mm 22 mm
20 mm 12 mm 20 mm 22.5mm
19.5 mm 12 mm 21 mm 22 mm
20 mm 12 mm 20 mm 23 mm
19.33+ 0.6 11.75+0.41 19+1.54 22.5+0.8

Tabla 10: Representa la sensibilidad antimicrobiana inducida por la pasta a base de
Ca(OH)2 VIARDEN en las cepas bacterianas.

S. aureus E. faecalis C. albicans S. mitis
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente
Resistente Resistente Resistente Resistente

.r
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9.2.2. Estadistica Inferencial (Grafico de Error).

Resultados de los ensayos de sensibilidad antimicrobiana

Halos de inhibicion (mm)
= = r o w w B
o (%] o (%] o (53] o
—

(5]

o

a(OH)2 ULTRADENT DALACINT

ODDM BEXIDENT

m S.gureus m E. fagecdlis C. albicans

9.2.3. Tablas de Confrontaciones.

Tabla 11: Confrontaciones S. aureus.

S. mitis

MICRODACYN 60 Ca(OH)2 VIARDEN

VALORDE T | VALOR DE | DIFERENCIA

CONFRONTACIONES CALCULADA | TCRITICA | ESTADISTICA
ODD-M vs BEXIDENT 1.58 1.81 NO
ODD-M vs MICRODACYN 60 73.4 1.81 Si
ODD-M vs DALACIN T -15.27 1.81 S
ODD-M vs ULTRACAL 58.72 1.85 Si
ODD-M vs VIARDEN 73.4 1.81 S
BEXIDENT vs MICRODACYN 60 78.2 1.81 S
BEXIDENT vs DALACIN T -16.56 1.81 Sl
BEXIDENT vs ULTRACAL 62.56 1.85 S
BEXIDENT vs VIARDEN 78.2 1.81 Si
MICRODACYN 60 vs DALACIN T -55.28 1.81 SI
MICRODACYN 60 vs ULTRACAL 0 1.85 NO
MICRODACYN 60 vs VIARDEN 0 1.81 NO
DALACIN T vs ULTRACAL 44.22 1.85 S
DALACIN T vs VIARDEN 55.28 1.81 Sl
ULTRACAL vs VIARDEN 0 1.85 NO
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Tabla 12: Confrontaciones E. faecalis.

VALOR

DET VALOR DE | DIFERENCIA

CONFRONTACIONES CALCULADA | T CRITICA | ESTADISTICA
ODD-M vs BEXIDENT -0.93 181 NO
ODD-M vs MICRODACYN 60 42.45 1.81 Sl
ODD-M vs DALACYN T 42.45 181 Sl
ODD-M vs ULTRACAL 33.96 1.85 Sl
ODD-M vs VIARDEN 42.45 1.81 Sl
BEXIDENT vs MICRODACYN 60 68.8 181 Sl
BEXIDENT vs DALACYN T 68.8 1.81 SI
BEXIDENT vs ULTRACAL 55.04 1.85 Sl
BEXIDENT vs VIARDEN 68.8 1.81 Sl
MICRODACYN 60 vs DALACIN T 0 1.81 NO
MICRODACYN 60 vs ULTRACAL 0 1.85 NO
MICRODACYN 60 vs VIARDEN 0 1.81 NO
DALACIN T vs ULTRACAL 0 1.85 NO
DALACIN T vs VIARDEN 0 1.81 NO
ULTRACAL vs VIARDEN 0 1.85 NO

Tabla 13. Confrontaciones C. albicans.

VALORDE T | VALOR DE | DIFERENCIA

CONFRONTACIONES CALCULADA | T CRITICA | ESTADISTICA
ODD-M vs BEXIDENT 1.52 1.81 NO
ODD-M vs MICRODACYN 60 61.41 1.81 Sl
ODD-M vs DALACIN T 61.41 181 Sl
ODD-M vs ULTRACAL 49.13 1.85 Sl
ODD-M vs VIARDEN 61.41 181 Sl
BEXIDENT vs MICRODACYN 60 30.04 1.81 Sl
BEXIDENT vs DALACIN T 30.04 1.81 Sl
BEXIDENT vs ULTRACAL 24.03 1.85 Sl
BEXIDENT vs VIARDEN 30.04 1.81 Sl
MICRODACYN 60 vs DALACIN T 0 181 NO
MICRODACYN 60 vs ULTRACAL 0 1.85 NO
MICRODACYN 60 vs VIARDEN 0 1.81 NO
DALACIN T vs ULTRACAL 0 1.85 NO
DALACIN T vs VIARDEN 0 1.81 NO
ULTRACAL vs VIARDEN 0 1.85 NO
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Tabla 14: Confrontaciones S. mitis.

VALORDE T | VALOR DE | DIFERENCIA

CONFRONTACIONES CALCULADA | T CRITICA | ESTADISTICA
ODD-M vs BEXIDENT -29 1.81 NO
ODD-M vs MICRODACYN 60 57.71 1.81 Sl
ODD-M vs DALACIN T -59.46 1.81 Sl
ODD-M vs ULTRACAL 46.17 1.85 Sl
ODD-M vs VIARDEN 57.71 181 Sl
BEXIDENT vs MICRODACYN 60 32.69 1.81 Sl
BEXIDENT vs DALACIN T -49.67 1.81 Sl
BEXIDENT vs ULTRACAL 26.15 1.85 Sl
BEXIDENT vs VIARDEN 32.69 1.81 Sl
MICRODACYN 60 vs DALACIN T -93.8 181 SI
MICRODACYN 60 vs ULTRACAL 0 1.85 NO
MICRODACYN 60 vs VIARDEN 0 1.81 NO
DALACIN T vs ULTRACAL 75.04 1.85 Sl
DALACIN T vs VIARDEN 93.8 1.81 Sl
ULTRACAL vs VIARDEN 0 1.85 NO
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10. DISCUSION.

Idealmente el tratamiento endoddntico deberia eliminar todos los microorganismos
presentes en todo el sistema de conductos, sin embargo, es ampliamente
reconocido que aun con la gran variedad de instrumentos disponibles, sustancias y
técnicas empleadas, conseguir esta meta es imposible. Durante varios afios se ha
empleado al Ca(OH). para complementar el efecto antibacterial de la preparacion
guimico mecanica del sistema de conductos y predeciblemente, hacer que los

conductos radiculares estén libres de bacterias cultivables previo a la obturacion®?.

El uso del Ca(OH)2 ha sido motivo de controversia ya que en la literatura se han
reportado estudios contradictorios que indican, por una parte, que presenta efecto
antimicrobiano mientras que otros sefialan que carecen de él, por lo que podria no
ser el medicamento ideal para todos los casos de infeccion del sistema de
conductos con o sin periodontitis apical®. Motivo por el cual se necesitan agentes
seguros con un nuevo mecanismo de accion y propiedades fisicas adecuadas para

ser empleados como medicacion intraconducto entre citas*.

La importancia del presente estudio radica en evaluar el efecto antimicrobiano de
ODD-M en relacion al Ca(OH)2, a la fecha no existe algun precedente en la literatura
gue compare ODD-M con agentes terapéuticos empleados como medicacion
intraconducto, sin embargo, existe el antecedente de que tanto el extracto del ajo

como el 6xido dialil disulfuro son efectivos en la eliminacién de bacterias orales®%%72,

Para determinar el efecto antimicrobiano in vitro de ODD-M se realizé un estudio de
sensibilidad antimicrobiana donde se compar6 con diferentes agentes que reporta
la literatura, han sido empleados como medicacion intraconducto tales como
Ca(OH)2, CHX, Clindamicina, ademés de un hidrogel a base de superoxidacion,
tomando como referencia los modelos experimentales realizados por Ballal y cols.®,

Blanscet y cols.®® y Pacios y cols.®.

La formacién de halos de inhibicion de un medicamento depende de su toxicidad
contra la bacteria con la cual se va a evaluar y la capacidad de difusion del

medicamento en el medio3®. Chen y cols.®2 mencionan que la prueba de difusion
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agar es inadecuada para probar la eficacia antimicrobiana del Ca(OH)2 ya que este
presenta baja solubilidad y no difunde bien en el medio, sin embargo, Siqueira y

94

cols.” reportan que, bajo situaciones clinicas, la actividad buffer de la sangre,

fluidos tisulares y la dentina, ejercen el mismo efecto.

Bajo las condiciones experimentales del presente estudio, los resultados mostraron
gue el hidrogel de ODD-M fue altamente efectivo al inhibir el crecimiento bacteriano
de todas las cepas evaluadas. Presentando halos de inhibicion en S. aureus de
19.91 + 0.66 mm, E. faecalis 10.98 = 0.63 mm, C. albicans 20.08 £ 0.8 mm y S. mitis
de 11.58 + 49 mm. La concentracion de Accua aseéptic® con el principio activo de
ODD-M fue de 80 ug/ml, la cual esta dentro del rango empleado en investigaciones

previas (512 mg/ml con MIC 4-32 mg/mly 220 ug/ml con MIC 0.4-55 pg/ml) >8,

Bokaeian y Bameri®, reportan que el extracto acuoso del ajo a concentraciones entre
512 - 32 mg/ml presentan efecto antimicrobiano en cepas de E. faecalis y E. faecium
con zonas de inhibicion de 16.8 £ 1.8 mm, por lo que determinan que el extracto de
ajo tiene efecto anti-enterococos significativo y respaldan su uso. En nuestro estudio
los halos de inhibicién que indujo ODD-M en las cepas de E. faecalis fueron de
10.98 + 0.63 mm, lo cual corrobora el efecto antimicrobiano de los principios activos
derivados del ajo. Es importante que los principios activos empleados como
medicacion intraconducto presenten efecto anti enterococos ya que la literatura
reporta que esta especie bacteriana es la mas asociada en la contaminacion de
conductos radiculares, biofilm extrarradicular y adhesién en los tubulillos

dentinarios.

A pesar de todo esto la medicacién intraconducto de Ca(OH): sigue siendo

considerada como el estandar de oro. Blanscet y cols.,%

reportan que las
formulaciones de Ca(OH)z al 50-60% o Ca(OH)z al 35% con metilcelulosa acuosa
(UltraCal Xs) inhiben bacterias endopatdgenas como: E. faecalis, S. sanguis, S.
aureus, B. subtillis, P. endodontalis, P. nigrescens y las recomiendan como
medicacién intraconducto. Ademas, algunos autores sefalan en sus investigaciones

que el Ca(OH): elimina E. faecalis efectivamente "%, Por otra parte, Law y
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Messer®® recomiendan el uso del Ca(OH)2 para reducir la carga bacteriana en los

conductos previo a la obturacion.

En el presente estudio las pastas de Ca(OH)z, no formaron halos de inhibicién en
ninguna de las cepas evaluadas y no hubo diferencia estadistica significativa entre
la pasta de Ca(OH)2VIARDEN (0 £ 0 mm) y la pasta de Ca(OH)2 ULTRADENT (0
0 mm), se pudo observar que ambas pastas fueron capaces de difundir en el medio
de cultivo y podriamos considerar que tuvieron un efecto bacteriostatico mas no
bactericida, debido que al evaluar los halos de inhibicidon de las pastas de Ca(OH):
al microscopio 6ptico se observaron colonias bacterianas dispersas dentro del area
del halo de inhibicién. Estos resultados concuerdan con los presentados por Pacios
y cols.®® quienes reportan que la pasta de Ca(OH)2 con agua destilada present6
halos de inhibicion de 0 + 0% para E. faecalis ATCC 29212 y E. faecalis aislado
clinicamente. Contrario a esto Ballal y cols.?? reportan halos de inhibicién de 9 mm
para E. faecalis y de 21.066 mm para C. albicans con la pasta de Ca(OH):z en

proporcién de 1:1.

Algunos investigadores han determinado que el biofilm de E. faecalis es capaz de
crecer en presencia de Ca(OH)2 ®. En estudios in vitro en 6rganos dentales
inoculados con E. faecalis se ha demostrado que el Ca(OH)2 con solucién salina y
polietilenglicol como vehiculos son inefectivos para eliminar esta bacteria de los
tubulillos dentinarios®#*. Estudios in vivo demuestran que Ca(OH)2 es insuficiente
para eliminar la microbiota resistente después de la instrumentacién quimico
mecanica®8. Por esta razon el hidrogel ODD-M analizado en el presente estudio

podria ser a futuro, una excelente alternativa como medicacion intraconducto.

En relacion a los hidrogeles a base de CHX, Clindamicina y superoxidacién que
fueron utilizados como parametros de control en los ensayos de sensibilidad
antimicrobiana, se destaca el efecto antimicrobiano de CHX en todas las especies
bacterianas evaluadas. Uno de los hallazgos mas relevantes del estudio fue que al
comparar los halos de inhibicion entre CHX y ODD-M, se logré observar que no

hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05) en las cepas de S. aureus,
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E. faecalis y C. albicans y en las cepas de S. mitis, CHX present6 halos inhibitorios
mayores a ODD-M (P>0.05), sin embargo, esto demuestra que el hidrogel a base

de ODD-M presenta efectividad antimicrobiana muy similar a la CHX.

Basado en nuestros resultados, se puede sugerir al hidrogel de ODD-M como un
buen candidato para seguir siendo evaluado bajo otros modelos experimentales
hasta llegar a establecer un modelo de estudio in vivo para determinar si puede ser
empleado como medicacién intraconducto en casos de necrosis pulpar con o sin
lesion periapical debido a la efectividad antimicrobiana que presentd bajo las
condiciones de este estudio. Cabe sefialar que no se busca reemplazar el uso del
Ca(OH)2, pero si comenzar a investigar otras opciones que permitan eliminar los
microorganismos y sus metabolitos activos, de una manera mas eficaz del sistema
de conductos y brindarle al especialista en Endodoncia la posibilidad de
implementar nuevos principios activos que le permitan obtener resultados mas

predecibles en el tratamiento endodontico.
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11. CONCLUSION.

El tratamiento endododntico per se representa un reto para el clinico, y aun mas
cuando se enfrenta a casos que involucran un proceso infeccioso, en la actualidad
a pesar de contar con multiples opciones de instrumentos, soluciones irrigadoras,
técnicas de irrigacion, medicacion intraconducto y demas complementos para el
especialista en endodoncia es dificil tratar estas condiciones, debido a que en
muchas ocasiones no se obtienen los resultados deseados y el tratamiento fracasa

0 no hay una respuesta tisular favorable.

Con esta investigacion se pretende marcar una pauta en el tratamiento de
conductos para salir del estandar, poder conocer nuevos medicamentos que se
puedan emplear en casos especificos y obtener resultados més predecibles en el

tratamiento endodéntico.

En este estudio el hidrogel a base de ODD-M present6 un efecto antimicrobiano in
vitro similar al hidrogel de CHX, lo cual lleva a pensar que este hidrogel podria ser
un buen candidato a emplear en el tratamiento endododntico para complementar la
desinfeccion del sistema de conductos de una manera mas efectiva. Es importante

sefialar que en comparacion con el Ca(OH)z, su eficacia antimicrobiana fue superior.

El hidrogel de ODDM cuenta con propiedades antimicrobianas que lo hacen un
posible candidato para ser empleado como medicacién intraconducto, sin embargo,
se deben realizar estudios clinicos aleatorizados controlados complementarios

previos para su uso in vivo.
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13. ANEXOS.

Tabla 15: Concentraciones de Alicina utilizada en estudios in vitro previos.

CONCENTRACION ZONAS DE
AUTOR/ANO ALICINA BACTERIAS SENSIBILIDAD INHIBICION
Bakri y Douglas 2004 220 pg/ml C. albicans NCTC 3091 SENSIBLE
220 ug/ml E. faecalis SENSIBLE
MENOS
Bachrach y cols. 2011 600pg/ml A. oris (ATCC 43146) SENSIBLE
MENOS
600pg/ml S. mutans (ATCC 27351) SENSIBLE
MENOS
600pg/ml S. sobrinus (ATCC 6715) SENSIBLE
2400 pg/ml P. gingivalis (ATCC 33277) | RESISTENTE
300 pg/ml F. nucleatum (ATCC 10953) SENSIBLE
A. actinomycetemcomitans
300 pg/ml (ATCC 29523) SENSIBLE
Borhan-Mojabi y cols.
2012 40 mg/ml BACTERIAS SALIVALES
70 mg/ml BACTERIAS SALIVALES
Velliyagounder y cols.
2012 10 pg/ml A. actinomycetemcomitans SENSIBLE
1 pg/ml A. actinomycetemcomitans SENSIBLE
0.1 pg/ml A. actinomycetemcomitans SENSIBLE
Zaragoza y cols. 2012 S. aureus SENSIBLE
S. mutans SENSIBLE 12mm
L. acidophillus SENSIBLE
C. albicans SENSIBLE
E. coli SENSIBLE
Pseudomona sp SENSIBLE
Bokaeian y Bameri
2013 512 mg/mi E. faecalis SENSIBLE 16.8 + 1.8mm
512 mg/ml E. faecium. SENSIBLE
Lihua y cols. 2013 10 pg/mi P. aeruginosa
128 pg/mi P. aeruginosa
Khodavandi y cols.
2011 0.05a25ugmL? C. albicans ATCC 14053 SENSIBLE
MRSA SENSIBLE 27 mm
Ponnuswamy y 1% MRSA SENSIBLE 14 mm
Jeyalakshmi 2017 MRSA SENSIBLE 15 mm
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