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RESUMEN

Las bacterias en infecciones endoddnticas juegan un papel crucial para el éxito del
tratamiento, a pesar de los avances en instrumentos y el gran efecto antimicrobiano del
NaOCl existe evidencia cientifica que no se logra erradicar al 100% la carga bacteriana del
sistema de conductos, debido a las condiciones anatémicas e irregularidades del conducto
en ocasiones resulta imposible acceder a dichas zonas aunado a la patogenicidad de las
bacterias.

Actualmente en endodoncia se tiene la necesidad de investigar nuevos materiales irrigantes
que se puedan utilizar para la irrigacion del sistema de conductos, que sean capaces de

brindarnos un mejor efecto antimicrobiano.

El NaOCl es el irrigante por excelencia utilizado en endodoncia, desde los afios XIX que se
introdujo para su uso en la terapia pulpar. A pesar de su efecto antimicrobiano eliminando
bacterias, hongos, esporas, virus y que ademds tiene la capacidad de disolver tejido
orgdnico y necrdtico, sin embargo, también se caracteriza por ser una sustancia

quimicamente inestable, irritante y ademds caustico para las células.

Una desventaja que tiene su uso durante el tratamiento de endodoncia, es el riesgo que se
extruya a los tejidos periapicales y genere una reaccion inflamatoria severa.

El Cat Dex es un potente agente antimicrobiano para las bacterias patdgenas que
regularmente encontramos dentro de los conductos y con la ventaja que no resulta ser

citotéxico ya que ha sido empleado anteriormente contra células tumorales.

C.D.M.C. MYRIAM DE LA GARZA RAMOS PhD
DIRECTORA DE TESIS



Introduccion

El éxito del tratamiento endoddntico depende de la erradicacion de los microbios del
sistema del conducto radicular y la prevencién de la reinfeccién. El conducto radicular se
ha tratado con instrumentos manuales y rotatorios acompafiado de irrigacion constante para
eliminar el tejido vital o necrético.

La instrumentacién por si sola no permite el completo desbridamiento y desinfeccion
adecuada del sistema de conductos radiculares ya que es un sistema muy complejo y
requiere irrigacion para terminar de completar su limpieza en las dreas en donde no es facil

tocar.

La solucion irrigadora tiene como objetivo primordial facilitar la preparacion biomecénica

de los conductos radiculares asi como diluir los tejidos vitales y necroticos.

El hipoclorito de sodio, un excelente agente antimicrobiano, es la solucion de irrigacion
mas utilizada durante el tratamiento del conducto radicular, ya que brinda grandes ventajas
como bajo costo, disolucién de tejido orgénico, eliminaciéon de microbios, virus, bacterias,
esporas, sin embargo su desventaja es la toxicidad para los tejidos perirradiculares del
diente, lo cual puede ocasionar dolor posoperatorio, necrosis de los tejidos de soporte y
edema en la zona afectada.

La investigacion se llevé a cabo teniendo como finalidad buscar un nuevo irrigante para los
conductos radiculares que nos proporcione la eliminacién de bacterias anaerobias
frecuentes en los conductos y que a la vez no daiie los tejidos perirradiculares, comparando
las soluciones irrigantes CarDex y el Hipoclorito de Sodio estudiando su eficacia
antimicrobiana.

Hipadtesis

El Cat Dex tiene un efecto antimicrobiano sobre E. faecalis.

Objetivos Generales

Evaluar la concentracion minima inhibitoria ideal del Cat Dex y el Hipoclorito de Sodio

contra E. faecalis.



Objetivos especificos
* Evaluar el efecto antimicrobiano del NaOCL al 5.25% contra E. faecalis.
» Comparar el efecto antimicrobiano del Cat Dex contra E. faecalis.

* Analizar los resultados estadisticos para realizar conclusiones.

ANTECEDENTES
El éxito del tratamiento del sistema de conductos radiculares depende de la metodologia y
calidad de la instrumentacion, irrigacién, desinfeccion y obturacion tridimensional del
espacio del conducto radicular; para ello diferentes tipos de instrumental manual,
mecanizado y soluciones irrigadoras han sido empleadas con el objetivo de obtener un

espacio limpio y conformado para recibir la obturacion. (Sen et al., 1995)

El tratamiento endoddntico busca el desbridamiento minucioso de los conductos
radiculares, eliminando los microorganismos responsables de todas las patologias pulpares
y periapicales presentes en los conductos. Es imposible realizar un desbridamiento
completo por medios mecédnicos en las irregularidades anatémicas que presentan algunos
sistemas de conductos radiculares, como deltas apicales y conductos; por lo tanto, la
desinfeccion quimica a través de la irrigacion se convierte en la primera opcidn para el uso
de los clinicos. Dentro de las propiedades que debe poseer un irrigante ideal encontramos la
capacidad para eliminar los residuos orgdnicos e inorganicos, lubricar las paredes de la

dentina y poseer un efecto antibacteriano residual (Ingle, 2004).

Existen tres soluciones de irrigaciéon comtinmente utilizadas en endodoncia: Hipoclorito de
sodio (NaOCl), Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y Clorhexidina (CHX).

Sin embargo, ninguno de estos irrigantes es capaz de cumplir con los requisitos ideales
como son: ser antibacteriano, disolver tejido orgdnico e inorgdnico, tener sustantividad o
efecto residual, lubricar adecuadamente las paredes dentinales y no ser citotoxico. Ademas,
cada uno tiene sus propiasventajas y desventajas en diferentes concentraciones: Las

principales ventajas de
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NaOCl son su capacidad de disolver tejido organico y sus propiedades
antibacterianas contra la mayoria de los microorganismos por tener un pH alcalino.
La desventaja es su gran citotoxicidad en altas concentraciones. El EDTA, en
cambio, elimina parte de la capa de barrillo dentinario, pero tiene que ser utilizado
con un agente antibacteriano. La Clorhexidina (CHX), por su parte, tiene buenas
propiedades antibacterianas y posee sustantividad, pero tiene la desventaja de no
disolver tejido organico, tampoco elimina la capa de barrillo dentinario y producir
reacciones alérgicas en algunos pacientes (Cohen y Haegreaves, 2008).

Teniendo en cuenta las limitaciones de estos tres irrigantes, en el 2003 se
introdujo en el mercado el MTAD, con el propdsito de poder cumplir con los
requisitos de un irrigante ideal. MTAD es una solucion acuosa de un 3% de
doxiciclina (un antibiético de amplio espectro), 4,25% de &cido citrico (agente
desmineralizante) y 0,5% de polisorbato (detergente). Desde su introduccion, ha
sido estudiado como una alternativa de irrigacion del canal radicular. Se considera
clinicamente efectivo y biocompatible (Singla M. et al. 2011). Sin embargo, esta
solucion tampoco ha logrado cumplir con los requisitos del irrigante ideal.

Evolucion de los irrigantes

En 1893, se utilizé potasio para retirar tejidos necréticos de los conductos
radiculares. (Ingle JI and Berveridge E., 1979).

En 1914 en la Primera Guerra Mundial, la solucion de Dakin fue utilizada para
tratar las heridas infectadas. Asi el uso de soluciones a partir de cloro, comienzan
a aplicarse para el tratamiento de conductos infectados. En 1915 se comenzé a
usar aceites clorados como el aceite parafinado y el Eucaliptol mezclados en
partes iguales. El hipoclorito de sodio al 0,5% era usado en el manejo de las
heridas, le denominaron solucion de “Dakin”. (Dakin, 1915).

En 1936, se reconoce la importancia de la solucion irrigadora, recomendando el
uso de agua clorada, doblemente reforzada para el proceso de irrigacion, debido a
sus propiedades de disolver las proteinas y por su accidon germicida, consiguiendo
con ello la eliminacion total del tejido pulpar (Walker, 1936).

En 1940, el agua destilada era el irrigante habitualmente utilizado, junto con acidos
como el acido clorhidrico al 30% y acido sulfurico al 50%, sin considerar los
peligros que estos agentes ocasionaban a los tejidos perirradiculares. (Lasala,
1992)
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En 1941, se preconiza la irrigacion del sistema de conductos radiculares con un
peréxido de hidrégeno combinado con hipoclorito de sodio, aplicandolo en forma
alternada. De esta manera, se consigui® una mayor limpieza gracias a la
efervescencia producida por el oxigeno naciente de la liberacion del agua
oxigenada (Grossman Y Meiman, 1941).

En 1945, Se describe la irrigacibn como parte de la aplicacion de métodos
mecanicos destinados a la exploracion, ensanchamiento y preparacién de los
conductos radiculares, para recibir la obturacion definitiva, que, constituye el
recurso preponderante en la conducto terapia. (Pucci, 1945)

En 1946, Se empled un aparato de irrigacién y succion para el lavado de los
conductos radiculares. Richmann, en 1957, utilizé el ultrasonido por primera vez
durante el tratamiento de conducto, utilizando el cavitron con irrigacién. Se
obtuvieron buenos resultados (Cohen Y Haegreaves, 2008; Singla M. et al. 2011;
Kuttler Y Gutiérrez, 1996).

En 1957, La aparicién del acido etilendiamino tetraacético (EDTA), determind que
tanto los acidos inorganicos como alcalis usados en la preparacion biomecanica,
cayeran en desuso. A la férmula original propuesta contenia el EDTA al 17%, se
agrego posteriormente el bromuro de acetiltrimetil amonio (Cetavidn), compuesto
de amonio cuaternario, que sin disminuir la accion quelante del EDTA, le
proporciona propiedades antibacterianas y facilita la humectacién de las paredes
radiculares, a este compuesto, se le conoce como EDTAC. (Ostby, 1957)

En 1965, Se opind que la irrigacién debe realizarse en una secuencia alternada
con agua oxigenada y su fase final se hara siempre con el hipoclorito de sodio,
para prevenir la formacion de gases en el interior de los conductos. De ahi, la
importancia de que la ultima solucion irrigante sea el hipoclorito de sodio. (Ingle Y
Taintor, 1987).

En 1969, propusieron el uso de EDTA al 15%, peréxido de urea al 10% y una base
homogenizada de carbowax soluble en agua, compuesto conocido
comercialmente como técnica telese Rc-prep. (Stewart et al. 1969).

En 1974, Se describié un aparato de irrigacién y succién para el lavado de los
conductos radiculares, el cual consistia en dos terminales de pequefios tubos; uno
corto y ancho, y otro mas largo y delgado, ambos terminales se juntaban y se
colocaban a la entrada del conducto.
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Se cree que la irrigacion elimina automaticamente los restos de tejido organico;
también puede emplearse para arrastrar los restos alimentarios si el conducto ha
quedado abierto para mantener el drenaje durante el estadio agudo de un absceso
alveolar. (Seidberg Y Schilder, 1974)

En 1975, Un preparado comercial de acido etilendiamino tetraacético (EDTA) con
bromuro de cetil trimetilamonio, solucién de hidréxido de sodio y agua (REDTA),
es sefialado como un agente efectivo para limpiar quimicamente las paredes del
conducto, eliminando el tejido inorganico remanente e incluyendo la capa de
desecho creada durante la instrumentacién del sistema de conductos. (McComb Y
Smith, 1975).

En 1984, fueron introducidos al mercado otros irrigantes como acidos, enzimas
proteoliticas, soluciones alcalinas, agentes quelantes, oxidantes y solucion salina
las cuales fueron utilizadas ampliamente como irrigantes en endodoncia (Arape et
al. 2005).

En 1980, Se sugiere la utilizacién de la clorhexidina, como irrigante en la terapia
endodontica. Estudiaron las propiedades de adsorcidn y liberacion de éste agente
ya que tenia propiedades antibacterianas, hasta por una semana después de su
aplicacion (Parsons GJ. et al. 1980).

En 1988, Se reporta el uso de acido citrico como agente para la irrigacion del
sistema de conductos radiculares, igualmente, observaron que los efectos sobre la
remocion de la capa de desecho obtenida con el acido es similar a aquellos donde
se utilizé EDTA (Goldmann L. et al. 1988).

En 1991, El hidroxido de calcio también se ha estudiado como una alternativa en
la irrigacion del sistema de conductos, en investigaciones realizadas in vitro, sobre
la capacidad de disolucion de tejido pulpar bovino, se concluyé que el hidroxido de
calcio no tiene efecto solvente sobre el mismo al emplearse solo o en combinacion
con NaOCI al 2,5% (Morgan R. et al. 1991).

Se estudiaron los efectos del MTAD como un nuevo irrigante para uso
endoddntico, y cuya composicién posee el isobmero de tetracyclina (doxycycline),
mas un acido (acido citrico), y un detergente (tween 80). Compararon a NaOCl y el
EDTA en la capacidad de matar al E. faecalis. MTAD se encuentra para ser tan
eficaz como el NaOCI al 5.25% y considerablemente mas eficaz que el EDTA
(Torabinejad M. et al. 2003).
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Objetivo de Irrigacion

El proceso de desinfeccidn del conducto radicular no incluye solo al conducto
principal. En realidad, es indispensable que englobe a los conductos laterales,
secundarios, inter-conductos y deltas apicales, ya que estas zonas no son
accesibles a los instrumentos. Ademas, la propia dentina esta compuesta por
tubulos llenos de prolongaciones de odontoblastos, que, en el caso de pulpas
muertas, pueden encontrarse contaminados por bacterias (Soares y Goldberg,
2003).

Objetivos de la irrigacion: (Soares y Goldberg, 2003):
* Limpieza: Al eliminar por remocién y/o disolucion restos pulpares vitales o
necroticos y barrillo dentinario producto de la preparacion.
* Desinfeccion: Al eliminar las bacterias existentes en el conducto alterando
el pH del medio.
* Lubricacién: Al facilitar la acciéon conformadora de los instrumentos
endodédnticos.

La solucioén irrigadora tiene como efecto principal actuar como lubricante y agente
de limpieza durante la preparacién biomecanica, removiendo microorganismos,
productos asociados de degeneracion tisular y restos organicos e inorganicos, lo
que impide la acumulacion de los mismos en el tercio apical, garantizando la
eliminacién de dentina contaminada y la permeabilidad del conducto desde el
orificio coronario hasta el agujero apical. (Hilsman, 1998).

Propiedades de una solucién irrigadora ideal.

La seleccidén de una sustancia irrigadora no debe ser aleatoria. El parametro debe
ser regido por el caso en cuestidbn para que se obtenga el mejor resultado en
cuanto a limpieza, saneamiento y desinfeccion (Estrela, 2005).

Es importante, antes de conocer los agentes que se emplean para la irrigacién del
sistema de conductos radiculares, que se establezcan primeramente los objetivos
de su uso en general, dentro de cada fase del tratamiento, sus propiedades
ideales y su clasificacion dentro de los diversos materiales de desinfeccion del
espacio pulpar. (Basrani Y Carete, 1988)

Las propiedades o caracteristicas ideales que debe reunir un agente irrigante son:
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* Ser bactericida o bacteriostatico, debe actuar contra hongos y esporas
* Baja toxicidad y estimulante de la reparacion de los tejidos perirradiculares
* Solvente de tejidos o residuos organicos e inorganicos

* Baja tension superficial

* Eliminar la capa de desecho dentinario.

* Lubricante.

* Accién Rapida y Sostenida.

* Soluble en Agua.

* Indoloro.

* Incoloro y sabor neutro.

* Aplicacioén simple

* No corrosivo

* Mecanismo de dosificacion simple

* Tiempo de vida util adecuado

* Facil almacenaje

* Bajo costo.

Efectividad de la irrigacién
Anatomia del Conducto y Tipo de Preparacion

Una irrigacion es efectiva cuando la anatomia interna de los conductos radiculares
mantiene una buena preparacién conica. La penetracion de la aguja esta
directamente relacionada con el diametro del conducto, una preparacion cénica
garantiza la entrada de la aguja durante la irrigacion del sistema de conductos. El
tipo de aguja utilizada para la irrigacion de conductos debe poseer un calibre
pequefio para adaptarse a las paredes del conducto, como agujas hipodérmicas
con puntas no cortantes (Brunson M. et al. 2010; Ingle Y Backland, 2004).

La permeabilidad de la dentina va a estar determinada por el uso de sustancias
que eliminen el barrillo dentinario, dejando los tubulos abiertos al medio. El barrillo
dentinario es producido por la accion del instrumental rotatorio o manual al
accionarse sobre las paredes dentinarias del conducto; es un subproducto de la
instrumentacion endodontica no deseado pero inevitable; por lo tanto, trozos de
pulpa esfacelada, sangre liquida o coagulada, virutas de dentina, polvo de
cemento, plasma, exudados, restos alimenticios, medicacion anterior deben ser
eliminados con un irrigante (Kuttler Y Gutierrez, 1996).
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Se recomienda la irrigacion de la camara pulpar y de los conductos radiculares en
las siguientes etapas: Antes de la instrumentacion es necesaria la irrigacién para
remover las particulas de alimento y saliva; Después de la pulpectomia para
eliminar la sangre que puede manchar el diente; antes de usar instrumentos en los
conductos; intervalo durante la preparacion de conductos y al finalizar la
preparacion de los conductos (Inoue N., 1985).

La fuerza de la irrigacion se incrementa con la disminucién del diametro de la
aguja y la efectividad de la irrigacion mejora con aguas largas. El riego mas
efectivo ocurre cuando las aguas largas son insertadas profundamente llegando al
apice radicular. Las agujas de poco calibre se obstruyen facilmente con cristales
de hipoclorito de sodio siendo imposible su reutilizacién (Arape N. et al. 2005).

La técnica de irrigacidon es sencilla. Se debe llevar las soluciones a la zona mas
apical del conducto y, al mismo tiempo aspirar con una canula de diametro
moderado para ejercer el efecto de succion cerca de la entrada de los conductos.
El uso del irrigante combinado con ultrasonido es el medio de irrigacidon que mayor
efecto antibacterial presenta. Utilizando esta combinacién se mejora el intercambio
de las sustancias en el conducto, permite un calentamiento de la sustancia
irrigadora, se eliminan restos dentinarios y parte de la capa de desecho, logrando
asi un mayor efecto de limpieza (Tsurumachi T. et al 2010; Van der Sluis L. et al.
2007; Castelo P. et al. 2010; Shen Y. et al. 2010; Gregorio C. et al. 2009;

Alves F. et al. 2011).

Se clasifico los materiales para la desinfeccion del espacio pulpar en (Spandberg,
1998):

* Materiales proteoliticos: hipoclorito de sodio, desde una concentracién al
0,5% hasta al 5,25% (Solucién de Dakin, Clorox).

* Detergentes: amonio cuaternario en concentraciones desde el 0,1% hasta
al 1% (Zephiran, Bayer, Alemania), (Tergentol, Lab, Lepetit S.A.); iodéforos
en concentracion de 0,05% (v/v) (lodopax,, Wescodine).

* Materiales descalcificantes: peréxido de carbamida; diacetato de
diacemetileno bis aminoquinaldio (Salvizol, 0,5%); Acido etilendiamino tetra
acético (EDTA) al 17%; acido etilendiamino tetra acético, hidroxido de
sodio, bromuro de cetilamonio-Cetavlon y agua (EDTAC).




16

Lubricantes: asociaciones del acido etilendiamino tetra acético con perdxido

de urea y una base hidrosoluble de polietilenglicol (RC-Prep, Glyoxide).

Otros agentes de irrigacién: acido citrico (10-50%), peréxido de hidrégeno

(1-10%) y clorhexidina al (0,12-0,20%) (Spandberg, 1998).

Diferentes agentes de irrigacion utilizados en la terapia endodéntica

Se han utilizado diversas sustancias para la irrigacion del sistema de conducto
radicular, como son: (Ingle Y Bakland, 2004)

1. Soluciones quimicamente inactivas:

Solucién salina, agua, soluciones anestésicas.

2. Soluciones quimicamente activas:

Enzimas: estreptoquinasa, estreptodornasa, papaina enzymol y tripsina.

Acidos: a. fosforico al 50%, a. sulfurico al 40%, a. citrico de 6 a 50%, a.
lactico al 50%, a. clorhidrico al 30%.

Alcalis: Hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, hidroxido de calcio en
agua (agua de cal), urea, hipoclorito de sodio de 0,5% a 5,25%.

Agentes quelantes: sal disddica del acido etilendiaminotetraacético del 10 al
15% (EDTA), sal disddica del acido etilendiaminotetraacético con peroxido
de urea. (RC-Prep), sal disédica del acido etilendiaminotetraacético con
Cetavlon o bromuro de cetil-trimetilamonio (EDTAC), acetato de
bisdequalinium (Salvizol), largal ultra.

Agentes oxidantes: perdxido de hidrégeno al 3% y perdxido de urea (Gly-
Oxide).

Agentes antimicrobianos: clorhexidina del 0,2 al 2%.

Detergentes: lauril sulfato sodico (tergentol).
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* También se han utilizado otras soluciones como Cloramina T al 5%,
Yodopax al 0,4%, Biosept al 0,1% e Hibitane al 0,1%.

MARCO DE REFERENCIA

Enterococcus fecalis

Ryan y Ray en el 2004 mencionaron que el Enterococcus faecalis es una bacteria
Gram positiva comensal, que habita en el tracto gastrointestinal de los humanos y
otros mamiferos. Como otras especies del genero Enterococcus, faecalis puede
causar infecciones comprometidas en humanos, especialmente en ambiente de
hospital. L existencia de enterococos se potencia porque ha tenido la habilidad de
adquirir resistencia a virtualmente todos los antibiéticos en uso.

Chavex en el 2007 aporto que la frecuente recoleccion de Enterococcus faecalis
en conductos asociados a infecciones persistentes ha intensificado el interés en
esta bacteria; por lo tanto esta bacteria ha llegado ser el microorganismo ideal
para probar diferentes irrigantes, medicamentos y soluciones antisépticas usadas
in vitro, con hallazgos que revelan su capacidad de resistencia. Este interés en E.
faecalis, deriva por su habilidad de crecer bajo casi cualquier condicion en
laboratorio.

Soluciones irrigantes NaOCl y CatDex

En 1998 Gmabrini y colaboradores concluyeron que la frecuencia de irrigacion y
volumen del irrigante son factores importantes en la remocién de detritos. La
frecuencia de irrigacion debe aumentar a medida que la preparacion se acerca a la
constriccién apical. Un volumen apropiado del irrigante es de por lo menos,1 a 2
ml cada vez que el conducto se irriga y se recomienda irrigar al conducto cada vez
que se acabe de trabajar entre lima y lima.

Hipoclorito de sodio de 0,5 — 5.25% (NaOCI):

Se considera la solucion irrigadora mas utilizada en la practica actual, por ser la
gue mas se acerca a las condiciones ideales por su efectividad para eliminar tejido
vital y no vital y ademas de poseer un amplio efecto antibacteriano, matando
rapidamente bacterias, esporas, hongos y virus (incluyendo el HIV, rotavirus,
HSV-1 y el virus de la hepatitis Ay B). (Siqueira et al., 2000).
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Tiene un pH alcalino entre 10,7 y 12,2, es excelente lubricante y blanqueador,
posee una tension superficial baja, posee una vida media de almacenamiento
prolongada y es poco costoso. (Hulsmann, 1998) 21

El hipoclorito de sodio reacciona con los restos organicos en el sistema de
conductos y de esa manera facilita la limpieza. Sin embargo, esta reaccion lo va
inactivando en su capacidad antibacteriana; por lo tanto, la solucion debe ser
aplicada frecuentemente al sistema de conductos. (Caleré et al., 1997).

Mecanismo de accion

Su uso en clinica es generalizado en concentraciones que van desde 0.5% hasta
el 5.25%. El proceso quimico por el cual el NaOCI realiza su accion antimicrobiana
ocurre cuando entra en contacto con las proteinas tisulares, haciendo que se
formen hidrogeno, formaldehido y acetaldehido. Las cadenas peptidicas se
rompen para disolver las proteinas; en este proceso el hidrégeno es sustituido por
el cloro con formacion de cloramina, que interviene directamente como
antimicrobiano, ya que interfiere en la accién oxidativa celular con inactivacion
enzimatica irreversible en la degradacion de lipidos y acidos grasos; de este modo
se disuelve el tejido necrético y el NaOCI penetra y limpia mejor las areas
infectadas. (Drake et al. 1994).

El hipoclorito de sodio resulta un agente irritante para el tejido periapical. (Hllsman
and Hahn, 2000), el sabor es inaceptable por los pacientes y por si solo no
remueve la capa de desecho, ya que solo actua sobre la materia organica de la
pulpa y predentina. (Di Lenarda et al. 2000).

Las concentraciones clinicas varian entre el 0,5% al 6%, la dilucion del NaOCI
disminuye significativamente la propiedad antibacteriana, la propiedad de
disolucién del tejido y la propiedad de desbridamiento del conducto, al igual que
disminuye su toxicidad. (Yesilsoy et al. 1995).

Existen agentes organicos de uso clinico relativamente no irritantes, capaces de
desmineralizar la dentina y calcificaciones del sistema de conductos radiculares.
Estos agentes se denominan compuestos quelantes. (drstavik et al. 1990,
Seidberg et al. 1974, Weine, 1976).

Se estudiaron las condiciones microbioldgicas de los conductos radiculares, con
frotis y cultivo de los dientes anteriores y premolares con pulpas necréticas
asociadas con patologias crénicas periapicales, antes y después de la preparacion
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biomecanica (BMP). Encontraron que el BMP mas 5% de NaOCI ofrecia el mejor
potencial antiséptico (Alves J. et al. 2006)

Se estudio los diferentes aspectos de la desinfeccién hecha a través del NaOCI
utilizando instrumentacién mecanica y quimica, en conjunto con la medicacion del
canal del conducto entre sesiones de tratamiento. Los microorganismos y sus
productos derivados son considerados como la principal causa de patologia pulpar
y periapical. Con el fin de reducir o eliminar las bacterias y los restos pulpares, se
han sugerido varias soluciones de irrigacion para ser utilizadas durante el
tratamiento. NaOCI, un excelente agente antimicrobiano, es la solucién de riego
mas comun durante la terapia de conducto radicular (Mohammadi Z., 2008).

Se cuantificaron las endotoxinas y bacterias cultivables en los dientes con necrosis
pulpar y periodontitis apical antes y después de la preparacién con NaOCI al 2,5%
y para investigar la posible correlacion de endotoxinas y bacterias cultivables con
la presencia de sintomatologia clinica. Los resultados indican que la preparacion
con NaOCI al 2,5% fue moderadamente efectiva contra las bacterias, pero menos
efectiva contra las endotoxinas en la infeccion del conducto radicular (Martinho Y
Gomes, 2008).

El hipoclorito de sodio es hipertonico (2,800 mOsmol/kg) y muy alcalino (ph = 11.5
a 11.7). La actividad solvente, y las propiedades antimicrobianas son debidas
primariamente a: a) la habilidad del hipoclorito de sodio de oxidar e hidrolizar las
proteinas celulares, b)la liberacién de cloro, para formar acido hipocloroso, y c) a
largo plazo, su habilidad osmética de extraer liquidos fuera de las células (Di
Lenardo R. Y Cadenaro M., 2000)

Ventajas Y Desventajas del NaOCI

* Ventajas: Los beneficios que proporciona el hipoclorito de sodio como
irrigante durante la terapia endodontica son: efectividad para eliminar el
tejido vital y no vital, con un amplio efecto antibacteriano, destruyendo
bacterias, hongos, esporas y virus, es excelente lubricante y blanqueador,
favoreciendo la accion de los instrumentos, posee una tension superficial
baja, vida media de almacenamiento prolongada, y es poco costoso. En
algunos estudios se ha demostrado que la capacidad de penetracién de
este irrigante en los tubulos dentinales, depende directamente de la
concentracion utilizada (Frais S'Y Gulabivala K., 2001).
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* Desventajas: Es un agente irritante, citotoxico para el tejido periapical7 el
sabor es inaceptable por los pacientes, y por si solo no remueve el barro
dentinario, ya que sdélo actua sobre la materia organica de la pulpa y la
predentina. (Wennbery A., 1982).

CatDex

Una propiedad citotoxica potente de CatDex, es una macromolécula poli -
cationica, que ha sido previamente demostrado en cultivos de células tumorales
(Marquez et al. 2004).

El efecto citotoxico de un dextrano cationico se ha estudiado in vitro utilizando
carcinomas de células transicionales de alto grado (Marquez et al. 2002).

Preparacién Conjugada del CatDex

Compuestos de guanidina tienen importantes propiedades bioquimicas. La
aminoguanidina, como un ejemplo, es un antioxidante, un inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa ( NOS ) que previene la formacion de 6xido nitrico, y un inhibidor de
los productos finales de glicosilacidon avanzada (AGEs). Como un antioxidante,
aminoguanidina puede afectar a la formacién de lesiones aterosclerdticas
mediante la proteccién de la oxidacion de LDL. La inhibicion de los AGE podria
tener un efecto preventivo sobre el dano tisular causado por la diabetes, donde los
AGE son considerados como un factor importante. ElI papel en el cancer es
complejo y no se entiende completamente, pero puede tener influencia sobre el
crecimiento y la progresion (Meurling L. et al 2009).

Se investigo el efecto inhibidor del crecimiento tumoral de guanidina conjugado (un
polyguanidine). El efecto sobre el crecimiento de células tumorales se estudié en
cultivos de prostata, mama, vejiga y cancer de células renales, y se realizé un
ensayo de citotoxicidad fluorométrico. Conjugados de guanidina, se prepararon
por reaccion de aminoguanidina o agmatina con peryodato de dextrano oxidado
seguido por aminacién reductora. El efecto citotoxico se comparé con una
antraciclina (adriamicina). Los conjugados de dextrano - guanidina eran
citotoxicos a concentraciones micromolares bajas, y el conjugado de dextrano -
aminoguanidina (GDC) tenia la mas alta eficacia, siendo mas eficiente que la
adriamicina, en todas las lineas celulares tumorales probadas. De mama vy las
células de cancer de prostata son los mas sensibles. A 0,5 mM , GDC maté a > 95
% de las células de cancer de mama en comparacion con 25 % para la
adriamicina . En las células de cancer de prostata, GDC maté = 55 % de las



21

células a 0,1 mMy 100 % de las células a 0,5 mM en comparaciéon con == 22y 62
%, respectivamente, para la adriamicina. No conjugada aminoguanidina vy
agmatina no parecian afectar el crecimiento de células tumorales, incluso a altas
concentraciones (mM). Polimero conjugado con guanidina es una plantilla
potencialmente util para la construccion de tumor terapéutica focalizacion agentes
citotoxicos (Meurling L. et al 2009).

El efecto citotoxico de un dextrano catidnico se ha estudiado in vitro utilizando
carcinomas de células transicionales de alto grado (Marquez M. et al. 2002).

Se ha demostrado, que CatDex fue citotdxico a concentraciones micromolares
bajas y tiene una alta eficacia, siendo mas eficiente que la Adriamicina , en lineas
de células tumorales (Meurling et al. 2009).

Las lineas celulares tumorales sobreexpresan membrana de acido sialico que
tiene una fuerte carga electronegativo a pH fisiolégico que permite la interaccion
con polimeros catidnicos en células de cancer in vitro (Marquez M. et al. 2004).

MATERIALES Y METODOS

CRITERIOS METODOLOGICOS:
El disefio del estudio fue
Criterios de Inclusién.
* Medio de cultivo: Infusion Cerebro Corazon.

* Cultivo puro de bacterias E. faecalis.

* CatDex concentraciones:
o TmM

o 0.5mM

o 0.25mM

o 0.17mM

o 0.12mM

o 0.08mM
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* Control +: Hipoclorito de Sodio (NaOCL).
« 5.25% (702mM)
« 2.62% (321mM)
« 1.31% (175mM)

* Control -: Agua Destilada.

* Control de crecimiento (cultivo de E. faecalis).

Criterios de exclusion.
* Ausencia de crecimiento bacteriano de E. Faecalis.
* Cualquier otra bacteria que no sea E. faecalis.
* Diferente medio de cultivo.

Criterios de eliminacion.

* Contaminacion durante el proceso.
* Otras bacterias y otros agentes antimicrobianos.

Definicion de variables

Independientes. Dependientes.
(CAUSA) (EFECTO)
Variable Escala (intervalo, ordinal, Variable Escala
nominal) (intervalo,
ordinal,
nominal)
* Hipoclorito de Intervalo : mL. * E. * Nomina
Sodio. faecalis. (
* CatDex.
* Agua Destilada.

Se realizé un analisis de la eficacia antimicrobiana del CatDex a diferentes
concentraciones en una mezcla bacteriana de Enteroccocus faecalis (ATCC
11420) proporcionadas por la Unidad de Odontologia Integral y
Especialidades del CIDICS, UANL.
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DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS
Cultivo Bacteriano

Las cepas utilizadas en este estudio fueron cultivos puros de la American Type
Culture Collection (ATCC): Enteroccocus faecalis (ATCC 11420). El cultivo y las
condiciones de la bacteria se basé de acuerdo a las especificaciones de las
técnicas. E. faecalis fue subcultivadas a 37°C durante 48 horas en placas de agar
con Infusion Cerebro Corazoén (ICC, Becton Dickinson Bioxon México) y luego se
inocularon a una absorbancia de 600 nm de 0.2 (Thermo Scientific
Spectrophotometer Genesys 10UV Scanning Madison, WI-USA) en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de caldo de ICC. Las bacterias fueron
incubadas durante 10 h y 18 h respectivamente a 37°C hasta que el alcanzaron la
fase logaritmica (Thermo Scientific Lab-Line Incubator. lowa, USA). La cepa de E.
faecalis se cultivd bajo condiciones aerobicas debido a las caracteristicas de
tolerancia de oxigeno ya que es una bacteria anaerdbia facultativa; Esta atmosfera
tenia una mezcla de Hz2 (10%), CO2 (5%) y N2 (85%) (Praxair/México). El medio de
cultivo y el material utilizado fue pre- esterilizado 15 minutos a 120°C (All
American, Hillsville, USA.)

Preparacion de conjugado CatDex y estudios de uniéon

Se realizo la sintesis de conjugado de CatDex como fue descrito previamente por
Meurling L. et al, 2009.

Modificaciéon Dextrano . Dextrano 70 PhEUR (Pharmacosmos AS, Dinamarca) se
utilizé6 como columna vertebral del conjugado. El sodio meta-peryodato (MerckAG,
Darmstadt Alemania), se utilizé para la oxidacion del dextrano (activacion). La
aminoguanidina (Sigma-Aldrich, Suecia), se utiliz6 para el acoplamiento.
Cianoborohidruro de sodio (Chemicon, Estocolmo, Suecia), se utilizd6 para la
aminacion reductora. NAP-5 y PD-10 y columnas desechables Sephadex G-25
fueron utilizados para la separacién y purificaciéon (Pharmacia Amersham Biotech
AB).

Activacién y acoplamiento. Como se ha descrito previamente (20), Dextrano 150
mg se disolvi6 en 5 ml de agua desionizada. Se anadié acido sulfurico
concentrado (25 pl), seguido por 0.120 g de peryodato de sodio. La mezcla de
reaccion se agité en la oscuridad a temperatura ambiente durante 45 min. A

continuacion, se anadié acetato de sodio 0.2 mol |-1 | y valoré a un pH 6.5. Se
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afnadié aminoguanidina (160 mg) y se disolvié. La mezcla se incubd por agitacion
suave durante 240 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Entonces se
afnadio cianoborohiaduro de sodio 20 mg en 0,1 mol I-1 de NaOH y se mezclé. La
solucion se incubod por agitacion suave durante 60 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. Después de la incubacion, la solucion se purificé en una
columna PD-10, utilizando 100 mmol I-1 de acetato de sodio pH 6,5 como

eluyente.

Cinética de crecimiento

Para iniciar la cinética de crecimiento se debe conocer la concentracion celular
deseada (células/mL) para un volumen conocido. La concentracion deseada debe
medirse mediante microoscopia y en su equivalente por absorbancia con la ayuda
de un lector de espectrofotometria con luz visible. Para el estudio aqui presentado
se usa una absorbancia de 0.2 en la escala de McFarland a una longitud de onda
de 600nm.

La formula a seguir para saber la cantidad a inocular es:
V1*C1/ V2*C2

Donde:

V1: Volumen conocido

C1: Concentracion celular deseada

V2: Diluciones totales realizadas de la concentracion celular

C2: Concentracion celular medida (microscopial/espectofotometro) multiplicado por
Vo.

Luego de realizar adecuadamente las activaciones de las bacterias y lograr un
crecimiento y desarrollo favorable mediante su precultivo, se procede a iniciar el
ensayo correspondiente a la cinética de crecimiento de cada bacteria.

Las curvas de crecimiento se efectué por duplicado en matraces Erlenmeyer de
250 mL con un volumen de 200 mL de medio de cultivo. Desde su inoculacion
para el tiempo cero se fue monitoreando el desarrollo celular en intervalos de
tiempo determinados de 2 horas, puesto que para algunas bacterias el crecimiento
es mas rapido con respecto a otras. A fin de tener la mayor parte de los puntos
representativos de la cinética, se realizaron cultivos a una hora muy temprana del
dia y posteriormente a otra hora por la tarde/noche.
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Durante cada toma de muestra de 2 mL, se monitoreo el pH del cultivo con un
potenciometro (Denver Instruments, Ultrabasic, USA), la concentracion celular
(células/mL) y la densidad 6ptica (DOsoonm) -

Concentraciéon minima inhibitoria (MIC)

Hemos utilizado el método de concentracion minima inhibitoria como indicador
para determinar la susceptibilidad de los microorganismos a compuestos
antimicrobianos (Andrews, 2001), esta técnica se considera como el "estandar de
oro". El control positivo utilizado para este estudio fue el NaOCI (CLORALEX) con
un peso molecular de 74,44 g/mol. En esta presentacion, el NaOCI
comercialmente viene al 5.25% (705 mM). Para el estudio, se utilizdé directo, en
dilucién de 1:2 (2,62%) (351 mM), y de 1:4 (1.31%) (175 mM). El intervalo de
concentraciones para CatDex se encuentra preparado a 1,0 mM (70 mg/L), dicho
de otra manera al 1%. El control negativo fue una solucién salina constituido por
9% de NaCl (peso/volumen)

Las muestras se realizaron en condiciones estériles en gabinetes de bioseguridad
(Clase Il, Tipo A2. Kansas, EE.UU.) por triplicado.

Los indculos de E. faecalis se cultivaron previamente como se ha descrito durante
12 h y 18 h respectivamente, hasta que los cultivos alcanzaron la fase de
crecimiento logaritmico. Una concentracion de bacterias entre 107 -108 células/mL
(turbidez a un estandar McFarland 0,5 (Audrey Wanger et al, 1995). E. faecalis se
incubo bajo condiciones aerdbicas, a 37 °C durante 24 horas. La manipulacion de
los componentes a los tubos de ensayo, se efectud en el siguiente orden: 1) caldo
ICC, 2) molécula de interés (CatDex), y 3) bacteria. La MIC fue hecha por
triplicado. El analisis de datos se realizé cualitativamente observando la presencia
0 ausencia de turbidez en tubos de ensayo y cuantitativamente; mediante la
medicion de pH y la absorbancia (600 nm).

RESULTADOS

Cinética de Crecimiento

Antes de someter a las bacterias a cualquier tipo de experimentacién bajo
condlciones diversas de crecimiento, es importante conocer sus caracteristicas de
crecimiento en los medios de cultivo tipicos.

Cada bacteria muestra diferente tipo de crecimiento dependiendo de varios
factores como el metabolismo, temperatura y ambiente que cada uno requiere

para su desarrollo.
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La bacteria Enteroccocus faecalis presento su punto maximo de crecimiento a las

10 horas (Grafica 1), con valores de 2.15 (+ 0.45), 12.4x108 células/mL y un pH

6.5 (+ 0.0) respectivamente.

Estos resultados son béasicos y de suma importancia para realizar la

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), ya que de esta manera se puede basar en

una fuente de crecimiento celular equitativo entre las bacterias patégenas con un

metabolismo en su maxima expresion (virulencia).

Concentracién celular (Celulasiml)

140E+00

1.05E+00

7.00E+08

J.50E+08

0.00E+00

625

0 125 25
Tiempo (hr)
Gréfica 1. Cinética de Crecimiento E. faecalis
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
Control de crecimiento de E. faecalis después de 24 horas de incubacion.
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CONCLUSIONES
Se pudo concluir mediante la metodologia desarrollada en presente investigacion:

La fase logaritmica de crecimiento identificada mediante la cinética de crecimiento
para E. Faecalis fue alas 10 horas.

En base a los resultados obtenidos, se rechaza la HIPOTESIS que se plante6 ya
que el CatDex no logré igualar ni superar el efecto antimicrobiano del NaOCI.

Discusion

En la presente investigacion se evalud in vitro la actividad antimicrobiana del
CatDex y se comparé con el NaOCI frente a la bacteria de Enteroccocus faecalis,
para ser utilizados como irrigantes en la terapia endodontal.

En el desarrollo del procedimiento se analizé la Concentracién Minima Inhibitoria,
frente a la bacteria Enteroccocus faecalis en su fase exponencial.

Los medios de cultivo utilizados fueron Infusion Cerebro Corazon en caldo para la
prueba de concentracion minima inhibitoria como lo reportan en su metodologia
diferentes articulos en la literatura actual. (Tuncay et al., 2015) (Ravi et al., 2015)

El CatDex es una molécula nunca antes reportada en estudios de irrigacion en
endodoncia. Sin embargo y colaboradores, en sus estudios demostraron
que frente a microorganismos orales como Streptococcus mutans y
Porphyromonas gingivales su efecto antibacteriano era eficaz al ser utilizado a
concentraciones por debajo de 0.12%. (dra erandi)

Estos resultados no coinciden con los obtenidos en este trabajo ya que E. Faecalis
no mostrd sensibilidad al CatDex.

Kim y colaboradores en el 2015, también obtuvieron resultados discreptantes

de la difusién en disco y la prueba de caldo antibacteriano, al probar con MTA-
Angelus y Endocem MTA frente a distintas bacterias orales. Ambas pruebas
revelaron que las bacteria mas resistente era E. faecalis, que no era susceptible
en absoluto, en la prueba de difusion en disco. (Kim et al., 2015)

Esto se debe a que los microorganismos utilizados en el presente estudio son
mucho mas virulentos y resistentes. E. Faecalis es un microorganismo
comunmente observado en las infecciones endododnticas persistentes o
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infecciones secundarias intrarradiculares asociadas con el fracaso del tratamiento
endodontico. (Charles et al, 2006; Evans et al., 2002).

La concentracion minima inhibitoria de CatDex encontrada para P. endodontalis
fue de 0.15%, y de 1% para E. Faecalis y la mezcla. Resultados que contrastan
con la literatura que menciona que para S. mutans y P. gingivales la concentracion
minima inhibitoria del CatDex es de 0.05 mM. (Dra. Erandi)

En este caso, ambas bacterias mostraron una sensibilidad al control positivo
utilizado (NaOCI), el cual ha sido utilizado como el irrigante de eleccion durante
mucho tiempo a diferentes concentraciones (0.5-5.25%) durante la
instrumentacion. (Yamashita et al., 2003)

En el presente trabajo, la concentracidn mas eficaz para ambas bacterias, y la
mezcla de ellas, fue al 5.25%; coincidiendo con multiples publicaciones en las que
ha demostrado la mayor zona de inhibicion contra E.faecalis considerandose como
estandar de oro. (Karkare et al., 2015)

En cuanto a la reduccion que logro el hipoclorito de sodio al 5.25% del E. faecalis,
del 96%. En estudios similares los resultados reportan una reduccion mayor al
50%. (Diaz et al., 2014) La proporcion de eliminacién de microorganismos con
estudios realizados por Giardino y col. en el 2007 (20), donde demostraron que el
hipoclorito de sodio al 5.25% era altamente eficaz en la erradicacion de colonias
de E. faecalis. Estos resultados son consistentes con trabajos publicados
anteriormente utilizando diferentes metodologias (16,17,21). En un estudio
publciado, donde se compraré el efecto antimicrobiano del NaOCI y el MTAD
frente a esta bacteria, ambos lograron una eliminacion significativa de la mayoria
de las UFC de E. Faecalis.

Por otra parte, el efecto antibacteriano con E. Faecalis fue por encima del 90%, lo
cual coincide con la investigacion realizada por Kapdan et al., 2015 en el cual
obtuvo el étpimo resultado con NaOCI al 2.5% frente a la bacteria previamente
mencionada.

La tercera concentraciéon de NaOCI que se analizé fue al 1.25% en donde los
resultados para ambas bacterias y la mezcla fue de una reduccién bacteriana del
80%. Resultados que son similares a los publicados recientemente en donde el
numero medio de células bacterianas recuperadas del grupo NaOCI al 1% fue
significativamente mayor que la del NaOCI al 4%. ( Christo et al., 2015)

A ninguna de las concentraciones se logré una eliminacion por completo de ambas
bacterias, lo cual va de acuerdo con los reportes encontrados. Hasta ahora, no
hay soluciones Irrigante capaces de eliminar completamente E. faecalis del
conducto radicular. (Flach et al., 2015)
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