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RESUMEN

INTRODUCCION: Idealmente, el tratamiento endodéntico deberia esterilizar el
conducto radicular, es decir, eliminar todos los microorganismos vivos presentes en el
sistema de conductos. Sin embargo, debido a la compleja anatomia radicular es
utdpico en la mayoria de los casos. Por lo que una meta alcanzable es reducir la
poblacién bacteriana a los niveles mas bajos posibles. La irrigacidén, de la mano de la
instrumentacion, juega el rol mas importante para lograr dicho objetivo. EI NaOCI se
considera la solucion irrigadora mas utilizada en la practica actual, por su efectividad para
eliminar tejido vital y no vital, ademas de poseer un amplio espectro antibacteriano. Sin
embargo, su principal desventaja es su alta toxicidad. El CatDex es una sustancia
innovadora que promete igualar el efecto antimicrobiano del NaOCI sin ser toxica. Si se
logra encontrar un irrigante con el mismo efecto que el NaOCI sin que cause reacciones
adversas en los pacientes; éste tendra una mejor aplicacion clinica y revolucionara la
terapia endodontal.

En el presente trabajo, se indentificd la eficacia antimicrobiana del CatDex en dosis
que varian desde el 0.05% al 1% (0.05mM-1mM) y del NaOCl a 1.25, 2.5 y 5% como
control positivo, sobre Enteroccocus faecalis y Porphyromonas endodontalis, asi como
sobre la mezcla de ambas bacterias por medio de una prueba de sensibilidad (método
de Kirby Bauer) y una segunda para identificar la dosis minima necesaria para inhibir
el crecimiento bacteriano, mediante la prueba de la Concentracion Minima Inhibitoria
(MIC, por sus siglas en inglés). E. faecalis no mostrd sensibilidad al CatDex mientras
que P. endodontalis si a concentraciones mayores de 0.12% obteniendo una mayor
sensibilidad a 0.12% con un halo de inhibicién 9.5 mm. La mezcla bacteriana fue mas
sensible al 1% con 8 mm. Ambas bacterias mostraron sensibilidad al NaOCI en las
tres concentraciones, con una mayor eficacia al 5.25% obteniendo 9 mm y 9.5 mm de
halo para P. endodontalis y E. faecalis respectivamente. Y la mezcla bacteriana en
todas las concentraciones con 8 mm de diametro formado.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) encontrada para ambas bacterias fue de
0.15% de CatDex para P. endodontalis, y 1% para E. faecalis y la mezcla, con una
reduccion de células bacterianas del 55%, 91% y 91% respectivamente. En el caso
del control positivo (NaOCI), la inhibicién bacteriana se presenté en todas las dosis,
obteniendo una mayor inhibicién con 5%, y una reduccion de células viables fue del
97% en los tres casos. En conclusién, el CatDex, tiene mejor efecto inhibitorio sobre la
bacteria E. faecalis y para el caso de P. endodontalis se requeriria evaluar su efecto a
dosis mas elevadas, por encima del 1%, asi como realizar estudios paralelos a las



mismas dosis con células de tejido para evaluar también la toxicidad de la molécula, a
fin de preveer dafos adversos en los pacientes.

C.D.E.E.M.C. Idalia Rodriguez Delgado PhD
Directora de Tesis

C.D.M.S. Jorge Jaime Flores Trevifio
Co-director de Tesis
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INTRODUCCION

El objetivo del tratamiento de conductos es lograr la remocién de restos vitales y
necréticos de tejidos pulpares, microorganismos y toxinas microbianas del sistema

de conductos radiculares.

Debido a la complejidad de la anatomia radicular esto sélo puede lograrse
mediante el uso de una combinacion de técnicas asépticas quimico-mecanicas,

soluciones de irrigacion y medicacién intraconducto.

El éxito de la terapia endoodntal radica en gran medida en la eliminacién de la
contaminaciéon bacteriana y sus productos en el interior de los conductos
radiculares, los cuales son considerados agentes etiol6gicos principales de los
estados de necrosis pulpar y de las lesiones periapicales. Si bien la
instrumentacién mecanica puede reducir la poblacion bacteriana, la eliminacion
efectiva de las bacterias no se puede lograr sin el uso de antimicrobianos de

irrigacién y la medicacion.

Existen zonas como los istmos que incluso después de la instrumentaciéon
albergan restos de tejido, microbios y productos derivados que pueden
obstaculizar la adaptacion del material de obturacién y el resultado en la

inflamacion persistente perirradicular.

Aunado a la instrumentacion, la irrigacién es esencial en el proceso de limpieza y
conformacién del sistema de conductos radiculares antes de proceder con la
obturacién tridimensional de los mismos. Esta se lleva a cabo mediante el empleo
de agentes quimicos capaces de disolver la materia organica y actuar sobre la
flora microbiana presente.

Por lo tanto, la irrigacion es una parte esencial en el debridamiento del conducto
radicular permitiendo una mayor limpieza de lo que podria lograrse mediante la

instrumentacion.

10
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La solucion irrigadora tiene como objetivo primordial facilitar la preparacion

biomecéanica de conductos radiculares.

La evidencia cientifica indica que los microorganismos son los principales agentes
causales del fracaso endodontico, caracterizado por la persistencia o la aparicién

de una lesion perirradicular inflamatoria posterior al tratamiento.

Estudios indican que las infecciones endodonticas son de origen polimicrobiano y
mixto, de tal manera que incluyen anaerobios estrictos, anaerobios facultativos y
microaerofilicos. Las diversas especies bacterianas que han sido aisladas de
conductos radiculares infectados son; estreptococos, fusobacterium, prevotella y

porphyromonas.

Diferentes técnicas de cultivo microbiolégico han revelado que el Enteroccocus
faecalis es la especie que con mayor frecuencia se encuentra en infecciones
persistentes y secundarias asociadas con el fracaso del tratamiento endodontico.
El CatDex, es una molécula con potencia antitumoral probada en distintas lineas
celulares. Por un lado, hay similitudes en la proliferacion, el crecimiento y el
desarrollo de las células tumorales y las bacterias, asi como una caracteristica
entre ambas que es la condicidn electrostatica de la célula en su relacion pared-
membrana. Por otro lado, estudios recientes muestran la actividad antimicrobiana
sobre microorganismos patdogenos orales de tipo cariogénico (Streptococcus
mutans) y de enfermedad periodontal (Porphyromonas gingivalis).

Por esto, es relevante comparar soluciones irrigantes como lo son el Hipoclorito de
Sodio y el CatDex para identificar su eficacia antimicrobiana y contrastar los

resultados.

11
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OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto antimicrobiano del CatDex con NaOCl en una mezcla
bacteriana de Enterococcus faecalis y Porphyromonas endodontalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar la fase logaritmica de crecimiento de E. faecalis y P. endodontalis
mediante la cinética de crecimiento de cada bacteria.

2.- Estudiar el efecto antimicrobiano del CatDex sobre E. faecalisy P. endodontalis

utilizando la técnica de sensibilidad en disco (método Kirby-Bauer).

3.- Determinar la concentracidn minima necesaria para inhibir el crecimiento de E.

faecalis y P. endodontalis, por el método de concentracion minima inhibitoria (CMI)

3.- Determinar el efecto antimicrobiano del CatDex y la CMI en la mezcla
bacteriana respectivamente y contrastar los resultados con los del NaOCI.

Dentro de la HIPOTESIS se planted que; el CatDex tiene igual o mayor efecto
antimicrobiano que el NaOCI.

12



13

ANTECEDENTES

TERAPIA ENDODONTICA

La Asociacion Americana de Endodoncia en 2012, define “endodoncia” como la
rama de la odontologia que se encarga de la morfologia, fisiologia y patologia de

la pulpa dental y los tejidos perirradiculares.

El objetivo primordial del tratamiento endodéntico es eliminar microorganismos
presentes en el sistema de conductos, remover tejido pulpar desintegrado que
pueda servir como sustrato para el crecimiento microbiano, y rellenar el espacio
creado para evitar la recolonizacidén bacteriana. Asi como prevenir la periodontitis

apical o fomentar su solucién. (Ricucci et al., 2009).

La colonizacién bacteriana del complejo dentino pulpar y del sistema de conductos
ha sido implicada como el factor etiolégico primario en la enfermedad pulpar y
periapical. La eliminacién de dichas infecciones ha sido el principal objetivo del
tratamiento de conductos por mas de un siglo. (Sundqyvist et al.,1998).

A pesar de que las técnicas y materiales utilizadas han cambiado y
probablemente mejorado, los indices de éxito del tratamiento no han tenido una
mejoria significativa. La preparacibn mecanica y la irrigacién reducen la carga
bacteriana en distintos grados, pero no logran tener cultivos negativos
universalmente. Incluso las técnicas contemporaneas parecen ser incapaces de
eliminar las bacterias por completo. Las partes mas accesibles del sistema de
conductos aparentan ser las mejores debridadas y fomenta la resolucién
periapical, no obstante existe la presencia del biopelicula residual en las areas
mas inaccesibles. (Bryce et al., 2009).

Goldberg et al., 1977, definieron que la terapia endoddntica involucra una serie de
procedimientos que comienzan con el adecuado conocimiento de la biologia
pulpar y periapical; y finaliza con la evaluacidon subsecuente del tratamiento

realizado.
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El tratamiento endodontico de piezas dentales con pulpitis irreversible es
esencialmente un tratamiento profilactico, ya que la pulpa radicular vital
usualmente se encuentra libre de infeccion. Este tratamiento se debe de enfocar
en la asepsis, es decir, la prevencion de que la infeccidn entre a un medio estéril,
como es la porcion apical del conducto radicular. (Jenkins et al.,2001).

Por otro lado, en casos de pulpas necréticas infectadas o en conductos asociados
a periodontitis apical, se ha establecido una infeccion intraradicular y como
consecuencia el procedimiento endodoéntico se debe de enfocar no sélo en la
prevencion de la entrada de nuevos microorganismos, sino en la eliminacién de
los que ya se localizan ahi. El éxito del tratamiento endododntico va a depender de

la efectividad del clinico para lograr estos objetivos. (Siqueira and Rocas, 2008).

Debido a la compleja anatomia de los sistemas de conductos radiculares, con sus
multiples ramificaciones. La antisepsis en dientes necréticos o dientes con
tratamientos  endodénticos fallidos es mas desafiante, técnica vy

microbioldégicamente. (Zehnder, 2006).

No queda duda hoy en dia, que los microorganismos remanentes en el conducto
radicular después del tratamiento o los que re-colonizan el conducto ya obturado,
son la principal causa del fracaso endodontal. Por lo que el objetivo principal del
tratamiento debe de ser optimizar la desinfeccién del conducto y prevenir la re-

infeccion. (Sjorgen et al., 1997)

El objetivo microbiolégico del tratamiento de piezas con periodontitis apical es
reducir los niveles microbianos a niveles compatibles con los tejidos
periradiculares, sanando y previniendo la recolonizacion microbiana del conducto
tratado. Esto se puede lograr mediante medidas antimicrobianas que involucren
procedimientos quimicos mecanicos y medicacion intraconducto. (Vera et al.,
2012).

Idealmente, el tratamiento endoddntico debe de esterilizar el conducto radicular,
es decir eliminar todos los microorganismos vivos presentes en el sistema de

14
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conductos. Sin embargo, debido a la compleja anatomia radicular es utépico en la
mayoria de los casos, por lo que una meta alcanzable es reducir la poblacion
bacteriana a un nivel menor que el necesario para causar una patologia. (Siqueira
and Rocas, 2008).

Estudios han revelado que el resultado del tratamiento es influenciado
significativamente por la presencia de bacterias en los conductos, en el momento

de la obturacion. (Siren et al., 1997).

Un resultado favorable del tratamiento endodontico se define como la reduccion de
una lesion radiografica y la ausencia de signos clinicos, después de un periodo
minimo de observacién por 1 ano. (Zehnder, 2006)

15
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PERIODONTITIS APICAL

La periodontitis apical esencialmente, es una enfermedad inflamatoria de etiologia
microbiana primordialmente causada por la infeccion del sistema de conductos. Es
multifactorial y requiere una interaccion de miembros seleccionados y microbiota

endodontal mixta. (Cohen and Hargreaves, 2011).

La principal causa de periodontitis apical post-tratamiento se atribuye a la
constante presencia de bacterias en el conducto. La existencia de otras especies
bacterianas en tejidos perirradiculares y su posible causa en la persistencia de la

periodontitis apical, es un tema que sigue en debate.

Los resultados de cultivos, investigaciones, técnicas moleculares y microscopicas
han reforzado la presencia de bacterias fuera del apice de dientes con
periodontitis apical. (Ricucci et al., 2009).

Estudios revelan que la composicion de la microbiota endodéntica difiere entre
individuos. Lo que indica que la periodontitis apical tiene una etiologia
heterogénea, donde multiples bacterias juegan un rol en la causa de la

enfermedad.

Independientemente de la ruta de acceso bacteriano al sistema de conductos, la
necrosis del tejido pulpar es un pre-requisito para el establecimiento de

infecciones primarias endodontales. (Cohen and Hargreaves, 2011).

Como la incidencia de infeccidén post-tratamiento es significativamente mas alta en
casos que presentaron periodontitis apical preoperatoria, es valido inferir que las
infecciones persistentes en vez de las secundarias, son la principal causa del
fracaso del tratamiento. (Marquis et al., 2006).

16
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La persistencia de periodontitis apical después del tratamiento va a depender mas
del numero de especies que queden en el conducto que de un tipo de bacteria en

especifico. (Siqueira and Roca, 2008).
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MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD ENDODONTICA

El estudio clasico publicado en 1965 por Kakehashi et al., se demostrd que las
bacterias son la causa de la enfermedad pulpar y perirradicular.

La evidencia cientifica indica que las infecciones endodoénticas son de origen
polimicrobiano y mixto, de tal manera que incluyen anaerobios estrictos,

anaerobios facultativos o microaerofilicos.

El fundamento de las infecciones endoddnticas sugiere que el agente patégeno
mas peligroso no es una especie individual, sino una entidad polimicrobiana que
sufre cambios fisioldgicos y genéticos influenciados por los cambios que ocurren
en el medio que es el conducto radicular. (Chavez, 2007).

Las especies bacterianas que en la actualidad contribuyen a la patologia pulpar y
periapical son variadas, incluyendo sobre todo los siguientes microorganismos:
Fusobacterium nucleatum, Streptococcus, Bacteroides, Prevotella intermedia,
Lactobacillus,  Campylobacter,  Actinomyces, Capnocytophaga ochracea,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella bucae, Prevotella oralis, Prevotella
denticola, Eubacterium nodatum, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides fragilis,
Enterococcus faecalis, Eikenella corrodens, Enterobacter agglomerans. (Odell et
al., 1999).

Sundqvist and Figdor en 1997, sugieren que la definicibn propia para los
patégenos endoddnticos debe de incluir cada microorganismo capaz de inducir
destruccion de tejidos en la periodontitis apical.

Enteroccocus faealis es un microorganismo que posee cierta resistencia al
tratamiento endodéntico, es un coco-positivo anaerobio facultativo. Esto puede
explicarse por su capacidad para resistir periodos prolongados de limitacién de
nutrientes, lo que le permite persistir como un agente patégeno en el conducto
radicular. (Grundling et al., 2011)
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Segun la literatura P. endodontalis, esta mas asociado con tratamientos de
conductos que tienen infecciones endodonticas primarias, aunque se observa que

coloniza en conductos con ambos tipos de infecciones. (Hong et al., 2015)

En sinergia con otras bacterias, contribuye a abscesos o fistulas de origen
endoddntico siendo de los taxones mas prevalentes (51%) y a menudo

concomitantes. (Qi et al., 2015)

Partiendo de la realidad de que todos los microorganismos orales son capaces de
formar biofilm y que dichas comunidades existen en los conductos radiculares, es
factible aplicar el concepto al tratamiento clinico. Las investigaciones no deberan
ser dirigidas a organismos especificos individuales, sino a los grupos de
organismos bien adaptados con mayor resistencia a la variedad de agentes
antimicrobianos (Chavez, 2007).
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CINETICA DE CRECIMIENTO

Por medio de la cinética de crecimiento se puede estudiar e identificar distintos
parametros correspondientes al comportamiento microbiano que se encuentra
adaptandose, duplicandose y desarrollandose en un medio de cultivo especifico
bajo condiciones de crecimiento éptimas. Es preciso senalar que cada etapa
difiere de un microorganismo a otro. A continuacién se presentan las fases o

etapas que conforman la cinética de crecimiento:

1. Fase logaritmica: El microorganismo se adapta a las condiciones
ambientales y comienza a poner en marcha su mecanica metabdlica para
poder crecer. La duracion de esta fase es variable.

2. Fase exponencial: Los microorganismos se encuentran adaptados a las
condiciones de cultivo (temperatura, pH, nutrientes, presencia o ausencia
de oxigeno, etc.), son capaces de duplicarse y se encuentran
metabolicamente activos. Por ende, existe un aumento en la cantidad de
biomasa y tamafno celular. Existen células maduras y en reproduccion
constante.

3. Fase estacionaria: No hay aumento neto de microorganismos, lo que no
significa que no se dividan algunos, si no que la aparicion de nuevos
individuos se compensa por la muerte de otros. Permanece una fase
constante.

4. Fase de declinacion: Inicia la reduccién del numero de células por una falta
de nutrientes en el medio de cultivo.

5. Fase de muerte: Aqui el numero de microorganismos vivos disminuye de
forma exponencial que depende de diferentes factores (falta de nutrientes,
pH del medio distinto al inicial, metabolitos producidos que pueden resultar

toxicos para las células...)
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PREPARACION QUIMICO MECANICA

Uno de los objetivos en la preparacidn de los conductos radiculares es el
desbridamiento. Este, por lo regular incluye dos procedimientos: la limpieza
mecdénica a través de la instrumentacion y el uso de soluciones irrigantes. La
irrigacién es complementaria a la instrumentacion y ambas necesitan luna de la

otra para cumplir de manera adecuada su funcion.

Otros autores, refieren que uno de los principales objetivos del tratamiento de
endodoncia es la remociéon del tejido desbridado del sistema de conductos
radiculares antes de su sellado definitivo; esto se logra por medio de la

combinacién de la preparacion biomecanica y la irrigacion (Chow et al.,1983).

Los procedimientos principales del tratamiento endodoéntico involucrados con el
control de infecciones estan representados por la prepracién quimico-mecanica y

la medicacién intraconducto.

La preparacion quimico mecanica es de suma importancia para la desinfeccion del
conducto porque los instrumentos e irrigantes actian primordialmente en el
conducto principal, el cual es el mas voluminoso y alberga a la mayor cantidad de

bacterias (Siqueira and Rocas, 2008)
El proposito principal de la instrumentacion es el desbridamiento mecanico de

sistema de conductos radiculares y la creacidon de un espacio para que actuen la
sustancias antimicrobianas. Un conducto bien conformado y libre de bacterias va a
facilitar la obturacion y la prevencion de una re-colonizacion (Schilder, 1974).

La preparacibn mecanica es el principal método para reducir la poblacidén
bacteriana de los conductos. Pero por lo regular, deja una capa de materiales
organicos e indrganicos conocido como “smear layer”. Esa capa actua como una
barrera fisica que reduce la permeabilidad de la dentina y retrasa el acceso de los
medicamentos a los tubulos dentinarios infectados. Ademas, las bacterias que

quedan en los tubulos estan sepultadas tras esta capa. En estos casos las
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soluciones antimicrobianas utilizadas deben primero penetrar o remover la smear
layer para atacar a las bacterias que se encuentran en la dentina. (Wang et al.,
2013)
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IRRIGACION

La Asociacibn Americana de Endodoncia define la irrigacidn como el lavado
mediante una corriente de fluido.

También se ha definido como la introduccién de una o mas soluciones en la
camara pulpar y en los conductos radiculares y su posterior aspiracion; ademas,
es un complemento fundamental de la instrumentacion, por lo tanto, debe

emplearse antes, durante y después de la misma. (Basrani and Cariete,1988).

Se ha considerado que la limpieza profunda de la porcién apical del sistema de
conductos quizas sea el procedimiento mas dificil de la terapia endoddntica.
(Baker et al.,1975).

Histéricamente, se han sugerido muchos compuestos en soluciones acuosas
como irrigantes, incluyendo sustancias inertes como el cloruro de sodio (salino) o

sustancias altamente tdxicas y alergénicas como el formaldehido (Harrison, 1984).
Es evidente que un irrigante de conductos radiculares debe de:

a) Tener amplio espectro antimicrobiano y elevada eficacia contra
microorganismos aerobios y facultativos organizados en biofilm.

b) Disolver restos de tejido pulpar necrético.

c) Inactivar endotoxinas

d) Prevenir la formacion del smear layer durante la instrumentacion o tener la

capacidad de disolverlo una vez formado.

A medida en que los irrigantes entren en contacto con tejidos vitales, deben de

ser:

e) No téxicos
f) No causticos a tejidos periodontales
g) Poco potencial de causar reacciones anafilacticas. (Zehnder, 2006)

Es importante mencionar, que algunas de las paredes del conducto principal,
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permanecen sin tocar después de la instrumentacién. A pesar de que el tejido
pulpar es solo una fuente de nutrientes temporal, puede mantener vivas a las
bacterias en lo que otra fuente de sustento se establece mediante filtracion apical
o coronal (Siqueira and Rocas, 2008)

Objetivos de la irrigacidn del sistema de conductos: (Weine, 1976)

1. Arrastre, retirando los restos de dentina para evitar el taponamiento del
conducto radicular.

2. Disolucion de agentes organicos e inorganicos del conducto radicular,
incluyendo la capa de desecho que se produce en la superficie de la dentina por la
accion de los instrumentos, y que se compacta al interior de los tubulos

dentinarios.
3. Accibn antiséptica o desinfectante.

4. Lubricante, sirviendo como medio de humectacion para la instrumentacion del

conducto radicular.
5. Accién blanqueante, debido a la presencia de oxigeno.

Propiedades de la solucién irrigante:

El irrigante ideal segun Walton y Torabinejad en 1997:

a. Ser bactericida o bacteriostatico, debe actuar contra hongos y esporas.
b. Baja toxicidad, no debe ser agresivo para los tejidos perirradiculares.
c. Solvente de tejidos o residuos organicos e inorganicos.

d. Baja tension superficial.

e. Eliminar la capa de desecho dentinario.

f. Lubricante

g. Otros factores: aplicaciéon simple, tiempo de vida adecuado, facil almacenaje,
costo moderado, accion rapida y sostenida.
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El clinico debe considerar la biocompatibilidad de la solucién irrigadora, el método
de transporte dentro del sistema de conductos y el método de instrumentacién

utilizado en la preparacion de los mismos. (Brown et al., 1995)
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HIPOCLORITO DE SODIO (NaOCI)

Se considera la solucién 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-
1y el virus de la hepatitis A y B). (Siqueira et al., 2000).

Dakin establecié que se utilizara hipoclorito del sodio al 0.5% para tratar heridas
abiertas. Se dedujo que en el sistema de conductos radiculares, se debian utilizar

concentraciones mas altas para que fueran mas eficientes. (Grossman, 1943)

El efecto antibacteriano y de disolucién de tejidos del hipclorito de sodio es en

funcion a su concentracién y toxicidad. (Zehnder, 2006)

Las concentraciones clinicas varian entre el 0.5% al 6%, la dilucién del NaOCI
disminuye significativamente la propiedad antibacteriana, de disolucion del tejido y
de desbridamiento del conducto, al igual que disminuye su toxicidad. (Yesilsoy et
al., 1995)

Al parecer la mayoria de los clinicos Americanos utilizan el NaOCl a su maxima
concentracion: 5.25%, como la venden en la forma de blanqueador para el hogar.
Sin embargo se han reportado casos de irritaciones muy severas (Hllsmann,
2000).

La solucidén al 5.25% disminuye significativamente el médulo elastico y fuerza
flexural de la dentina, en comparacion con el suero fisiolégico, mientras que la

solucion al 0.5% no lo hace (Sim et al., 2001).

Una alternativa que pretende mejorar la efectividad del NaOCI en los conductos
radiculares es incrementar la temperature del NaOCI a bajas concentraciones.
Esto mejora la capacidad de disolucion inmediata del tejido. Ademas remueve
debris organico de la dentina de manera més eficaz (Kamburis, 2003).

26



27

La activacién ultrasénica del NaOCI también ha sido recomendada, ya que ésta
acelera las reacciones quimicas logrando una accion superior de limpieza
(Zehnder, 2006)
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VENTAJAS DEL NaOCI

A pesar de su uso frecuente, s6lo se han reportado pocos casos de reacciones
alérgicas al NaOCI (Caliskan, 1994).

El NaOCI aparenta ser el irrigante ideal, ya que cubre mas cantidad de
requerimientos que cualquier otro compuesto. Tiene la capacidad unica de disolver
tejido necrético y los components organicos de la capa de deshecho. Mata
agentes patdgenos organizados en biofilm y en los tubulos dentinarios. (Haikel,
1994).

Otra de sus ventajas es su bajo costo, durabilidad, accesibilidad ademas de su

propiedad de lubricar los conductos (Heling, 2001).
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DESVENTAJAS DEL NaOCI

Estudios han revelado que la preparaciéon quimico mecanica utilizando NaOCI a
diferentes concentraciones no es suficiente para dejar los conductos libres de
bacterias, aproximadamente de 40% a 60% de los conductos siguen siendo

positivos a la presencia de bacterias (Siqueira and Rocas, 2008).

La principal desventaja del NaOCI es su alta toxicidad. Agregandole a esto su
sabor desagradable e incapacidad de eliminar la capa de deshecho (Sundqvist,
1976).

El NaOCI tiene un olor desagradable, causa dafo irreversible en la ropa, y es mas
toxico que otras soluciones irrigantes. Conforme la concentracion aumenta, los
efectos téxicos del NaOCI en tejidos vitales también. De tal manera, que debe
realizarse el protocolo de irrigacién con mucho cuidado para reducir la posibilidad

de causar dafo a los tejidos (Safavi et al., 1990).

La complicacion mas comun es la inyeccion inadvertida del NaOCI a los tejidos
periapicales. Entre otras complicaciones se encuentran la inyeccion a los senos
maxilares, perforaciones radiculares laterales, inyeccion accidental de NaOCI en
lugar del anestésico y que caiga solucion a los ojos al paciente (Donlan and
Costerton, 2002).

La aplicacién de extrema presion durante la irrigacion o la introduccién excesiva
de la aguja en el conducto radicular puede resultar en el depdsito de irrigante a los
tejidos periapicales. En dichos casos, el paciente experimenta dolor muy agudo,

rapida inflamacién y sangrado de los tejidos periapicales (Rocas et al., 2008).

La inyeccién intradérmica de NaOCI diluido 1:1, 1:2 y 1:4 produce ulceraciones de
piel (Xie et al., 2012). También se reportd, que el NaOCl en concentraciones

mayores que 0.01% es letal para los fibroblastos (Heling, 2001).
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El uso del aislamiento absoluto es indispensable para el éxito del tratamiento y
para proteger al paciente de aspiracién, saliva y debris dental (Nair, 2000).
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PROTOCOLO SUGERIDO DE IRRIGACION

Una solucién de NaOCI debe ser empleada durante la instrumentacién, sin alterarlo
con el EDTA o acido citrico.

Los conductos siempre deben de tener NaOCI. Esto va a incrementar el tiempo de
trabajo del irrigante. La eficacia de corte de los instrumentos manuales se mejora
y la carga torsional de los instrumentos rotatorios Ni-Ti se reduce en ambientes

llenos de fluidos en comparacion a medios secos (Yguel, 1990).

Entre instrumentos, los conductos deben ser irrigados utilizando cantidades
copiosas de NaOCI (Hilsmann, 2003).

Una vez que el proceso de conformacion ha sido completado, los conductos
pueden ser irrigados usando EDTA o acido citrico.

Generalmente, cada conducto se irriga por lo menos 1 minuto usando de 5 a 10 ml
del agente quelante (Calt and Serper, 2002).

El tiempo de trabajo necesario para obtener la completa remocién de la capa de
desecho es de 2-3 min. 0 mas. (Di Lenarda et al., 2000).

La eleccion del irrigante final depende del siguiente paso en el tratamiento, ya sea
si se planea colocar medicamento intraconducto o no. Si se utiliza hidroxido de
calcio, el irrigante final debe de ser el NaOCI, ya que estos dos se complementan

perfectamente.

La irrigacion debe ser tan frecuente e intensa segun la proporcién de contaminacion
del conducto radicular. EI volumen de la solucion es mas importante que la
concentracion de la sustancia (Zehnder et al., 2003).
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CatDex

El CatDex es una molécula poliguanidina catiénica conjugada, cuyo potencial
citotéxico ha sido demostrado previamente en distintas lineas de cultivos de
células tumorales (Marquez et al., 2004).

Su efecto se ha estudiado in vitro utilizando células transicionales de alto grado de
carcinomas. (Marquez et al., 2002)

Estudios revelan que es altamente efectivo a bajas concentraciones micromolares,
siendo mas eficiente que la adriamicina en lineas de células tumorales. (Meurling
et al., 2009)

El CatDex, al igual que la clorhexidina (CHX), tiene una estructura semejante con
moleculas catidénicas que se unen a grupos anionicos afectando la proliferacion
celular; por lo que se han realizado estudios del impacto del CatDex en algunos
microorganismos cariogénicos (S. mutans, gram-positivo) y periodontopatégenos
(P. gingivalis, gram-negativo). Bacterias que bien se sabe, la CHX tiene un efecto

sobre su desarrollo.

El CatDex tiene un potencial antimicrobiano hacia bacterias patdgenas
responsables de enfermedades orales. Inhibe el 98% de las bacterias que crecen
a concentraciones de 0.012 mM.

Puede ser utilizado como antiséptico a concentraciones entre 0.1 y 0.05 para

bacterias solas o en mezcla.

Existe un estudio en el cual se comparé el efecto antibacteriano del CatDex y CHX
a 0.05 mM contra Streptococcus mutans UA159 y Porphyromonas gingivalis W83.
En donde muestra una actividad efectiva, prolongada y sostenida durante 8 horas
sobre S. mutants y menor a este tiempo sobre P. gingivalis (Escamilla et al., 2013).
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MARCO DE REFERENCIA.

Las soluciones antimicrobianas juegan un papel clave en la erradicacion de las
bacterias. El rol principal de la irrigaciéon del conducto radicular es colaborar en la
muerte de bacterias y la remocién de la biopelicula bacteriana de una superficie
sin instrumentar (30%-50%) (Siqueira et al., 2002).

A pesar de que la instrumentacion y el uso de las soluciones irrigantes matan a la
mayoria de las células microbianas en el sistema de conductos, se ha demostrado
gue una pequena parte de la flora sobrevive (Prabhakar et al., 2010).

En un estudio de Ricucci y Siqueira en el 2010, evaluaron la prevalencia
intraradicular y extradicular de conductos con periodontitis apical, tratados,
encontrando cepas bacterianas en el segmento apical de 77% de ellos.

La eliminacién de los mecanismos involucrados en la resistencia bacteriana al
tratamiento requieren la investigacion in vitro de las especies bacterianas y su
interaccién. Ademas del efecto de los agentes antimicrobianos sobre ellas
(Abdullah et al., 2005).

Lana et al., 2001, encontraron un 81.5% de conductos infectados que mostraban
una infeccion polimicrobiana. Un 88.9% eran bacterias anaerobias estrictas, 51.8%

anaerobias facultativas, 18.5% microaerofilicas y 7.4% hongos.

Las bacterias anaerobias facultativas representan un grupo importante que actuan
sinérgicamente con bacterias anaerobias y tienen un papel fundamental en la

colonizacion de los conductos radiculares.

Especies de Prevotella, especialmente P. intermedia, P. nigrescens, P. tannerae y
P. denticola también han sido comunmente aisladas en infecciones de origen
endodontico.

P. intermedia es una bacteria anaerébia frecuentemente aislada en conductos

radiculares infectados y es responsable de sintomas agudos (Berkiten et al.,
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2001).

Bae et al, 1997, coinciden con este planteamiento y sefalan que cepas
identificadas como P. intermedia han sido separadas en 2 cepas distintas: P.
intermedia y P. nigrescens. En este estudio de 56 cepas, 41 (73.2%) fueron
identificadas como P. nigrescens y 15 (26.8%) como P. intermedia, 10 que
confirma que son las bacterias pigmentadas de negro aisladas mas a menudo en

infecciones de origen endoddntico.

El efecto de la mayoria de los irrigantes utilizados en endodoncia ha sido
ampliamente probado contra bacterias planctonicas. Sin embargo las bacterias en
biopelicula son hasta mil veces mas resistentes (Siqueira et al., 2000).

Como consecuencia, los estudios recientes pretenden evaluar el efecto de los
irrigantes en contra de grupos bacterianos. Los estudios en células planctonicas
no imitan las condiciones in vivo de los microorganismos ya que éstos se

encuentran adheridos entre si y al conducto radicular (Chavez et al., 2007)

El irrigante ideal debe de tener amplio espectro antimicrobiano y gran eficacia
contra varios microorganismos; no ser toxico sistematicamente ni ciustico para los
tejidos periodontales. A pesar de que los regimenes actuales de irrigacion
utiizando NaOCI muestran una excelente actividad antimicrobiana, efectos
adversos con frecuencia son reportados. Existe la necesidad de agentes irrigantes
que tengan buen efecto antibacteriano y no causen dano al paciente (Clegg et al.,
2006).

Nair en el 2004, demostraron que el 88% de los conductos radiculares de molares
mandibulares tuvieron infeccién residual en las raices mesiales, después de ser
instrumentadas e irrigadas con NaOCI. Por este tipo de limitaciones continda la

bdsqueda de un mejor irrigante.

El gluconato de clorhexidina (CHX) es un irrigante de amplio espectro
antimicrobiano comparable al del NaOCI. Sin embargo, puede dar lugar al a

actividad residual de los antibiéticos en la superficie de dentina después de la
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exposicion prolongada del conducto radicular (Ongag et al., 2003).

Se han realizado estudios comparando los efectos antimicrobianos del NaOCl y de
la CHX en contra de biopeliculas de E. faecalis.

Kuruvilla and Kamath, 1998, tuvieron como propdsito comparar la eficacia
antimicrobiana de la CHX al 2% y el NaOCI al 5.25%, en el cual, el numero de
cultivos positivos fue mayor para la clorhexidina, aunque la diferencia no fue

estadisticamente significativa.

Otro estudio similar realizado por Ozok et al., 2007, probo el efecto antimicrobiano
del NaOCl y CHX a diferentes concentraciones en contra de los microorganismos

encontrados con mayor frecuencia en los conductos radiculares

Carson et al., 2005, en su investigacion, compararon la actividad antimicrobiana
de NaOCI al 6% y 3%, CHX al 2.0% y 0.12% en Peptostreptoccocus micros,

Prevotella intermedia, Streptococcus sanguis, y Lactobacillus acidophilus.

El tiempo de contacto y la concentracién del NaOCI fue analizado en un estudio
donde variaba de 2 a 30 minutos y de 0.5% a 5.25% para poder remover
eficazmente el E. faecalis de los tubulos dentinarios. El régimen mas efectivo fue
5.25% a 40 minutos (Retamozo et al., 2010).

Giardino et al., 2007, midieron la eficacia antimicrobiana de los irrigantes
endoddnticos contra biopeliculas de E. faecalis, y el andlisis estadistico mostr6

que solo el 5.25% pudo desintegrar y remover la biopelicula.

En la busqueda del irrigante, ideal se ha comparado el NaOCl con muchas
soluciones. Wang et al.,, 2012, en su investigacion, midieron la eficacia
desinfectante del NaOCI al 6% y del QMIX en E. faecalis en conductos dentinaros
mediante CLSM.

Un estudio realizado in vitro compar6 la accion antimicrobiana del Dermacyn,
Biopure MTAD, 2% CHX, y NaOCI al 5.25% contra E.faecalis. Mientras que otro
estudio muy parecido agreg6 a la comparacién el acido citrico (Krause et al., 2007)
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En otra investigacion se cultivaron biopeliculas de cepas de F. nucleatum y P.
micros y se compard su crecimiento y susceptibilidad al NaOCI a diferentes

concentraciones Ozok et al., 2007).

Durante la ultima década, nuevas tinciones fluorescentes y equipos han sido
desarrollados para mejorar los métodos, para separar células vivas de muertas.
Un método util para estimar esto, es utilizar procedimientos de tinciones

fluorescentes dependiendo de la viabilidad celular (Shen et al., 2010).

La microscopia confocal para el estudio de biopeliculas orales se ha reportado en
estudios previos. Una ventaja potencial es la ausencia de deshidratacion de la
muestra, la cual permite el anadlisis antes e inmediatamente después del

tratamiento antimicrobiano (Bramante et al., 2011).

Wang, Shen et al., 2012, compararon los efectos antibacterianos de diferentes
soluciones desinfectantes en biofilms jévenes y maduros de E. faecalis en los
conductos dentinarios utilizando un modelo de desinfeccion dentinaria vy

microscopia confocal.

En otra investigacion se exploré el potencial del CLSM para la identificacion in situ
de bacterias vivas y muertas en tubulos dentinarios. Se logré describir la
distribucién y vitalidad de la bacteria E. faecalis en dentina infectada de origen
bovino (Ordinola et al., 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Criterios Metodologicos
El disefio del estudio fue abierto, experimental, prospectivo y longitudinal.
Criterios de Inclusion.

Medio de cultivo: Infusién Cerebro Corazén

Cultivo puro de Enterococcus faecalis

Cultivo puro de Porphyromonas endodontalis.

Mezcla bacteriana de Enterococcus faecalis y Porphyromonas endodontalis
Viabilidad celular

Criterios de Exclusion

Ausencia de crecimiento bacteriano de Enterococcus faecalis.

Ausencia de crecimiento bacteriano de Porphyromonas endodontalis.

Ausencia de crecimiento bacteriano de la mezcla bacteriana.

Criterios de eliminacion.

[1Contaminacién de cualquiera de los cultivos bacterianos durante el proceso.

Definicion de variables.

Independientes Dependientes
Variable Escala Variable Escala
NaOCI Intervalo: mL Enteroccocus faecalis Nominal
CatDex Porphyromonas endodontalis
Mezcla bacteriana
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Se realiz6 un analisis de la eficacia antimicrobiana del CatDex a diferentes
concentraciones en una mezcla bacteriana de Enteroccocus faecalis (ATCC
11420) y Porphyromona endodontalis proporcionadas por la Unidad de
Odontologia Integral y Especialidades del CIDICS, UANL.

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) y Porphyromonas
endodontalis (ATCC 354066). El cultivo y las condiciones de crecimiento de cada
bacteria se basé de acuerdo a las especificaciones de las técnicas. E. faecalisy P.
endodontalis fueron subcultivadas a 37°C durante 48 horas en placas de agar con
Infusion Cerebro Corazén (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 alcanzaron la
fase logaritmica (Thermo Scientific Lab-Line Incubator. lowa, USA). La cepa de E.
faecalis se cultivd bajo condiciones aerdbicas debido a las caracteristicas de
tolerancia de oxigeno ya que es una bacteria anaerdbia facultativa; mientras que
P. endodontalis es un microbio anaerdbico y su manejo requiere una atmaésfera
controlada en la camara de anaerobeosis (Plas-Labs, Lansing/M.l.) Esta atmdsfera
tenia una mezcla de Hx (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.)
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Preparacion de conjugado CatDex y estudios de union

Se realizé 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
utiliz6 como columna vertebral del conjugado. El sodio meta-peryodato (MerckAG,
Darmstadt Alemania), se utiliz6 para la oxidacion del dextrano (activacion). La
aminoguanidina (Sigma-Aldrich, Suecia), se utilizd para el acoplamiento.
Cianoborohidruro de sodio (Chemicon, Estocolmo, Suecia), se utilizé para la
aminacion reductora. NAP-5 y PD-10 y columnas desechables Sephadex G-25
fueron utilizados para la separacion y purificacién (Pharmacia Amersham Biotech
AB).

Activacion 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 ul), seguido por 0.120 g de peryodato de sodio. La mezcla de
reaccion se agitdé en la oscuridad a temperatura ambiente durante 45 min. A
continuacién, se anadié acetato de sodio 0.2 mol I-1 | y valoré a un pH 6.5. Se
anadié aminoguanidina (160 mg) y se disolvié. La mezcla se incubd por agitacion
suave durante 240 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Entonces se
anadié cianoborohiaduro de sodio 20 mg en 0,1 mol I-1 de NaOH y se mezclé. La
solucién se incubd por agitacion suave durante 60 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. Después de la incubacién, la soluciéon se purific6 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 concentracién celular
deseada (células/mL) para un volumen conocido. La concentracién deseada debe
medirse mediante microoscopia y en su equivalente por absorbancia con la ayuda
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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 férmula a seguir para saber la cantidad a inocular es:

V1*C4/ V2*Ca

Donde:
V1: Volumen conocido
C1: Concentracién celular deseada
V>: Diluciones totales realizadas de la concentracion celular

C»: Concentracién celular medida (microscopia/espectofotometro)

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 para cada bacteria se efectuaron 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.
Durante cada toma de muestra de 2 mL, se monitore6 el pH del cultivo con un

potenciémetro (Denver Instruments, Ultrabasic, USA), la concentracién celular

(células/mL) y la densidad o6ptica (DOgoonm) -
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Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Hemos utilizado el método de concentracion minima inhibitoria como indicador
para determinar la susceptibilidad de los microorganismos a compuestos
antimicrobianos, esta técnica se considera como el "estandar de oro" (Andrews,
2001). 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 utiliz6 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 solucion salina constituido por
9% de NaCl (peso/volumen)

El procedimiento se realizé en condiciones estériles en gabinetes de bioseguridad
(Clase Il, Tipo A2. Kansas, EE.UU.) por triplicado.

Los inéculos de E. faecalis y P. endodontalis 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 concentracién de bacterias entre 107 -10®
células/mL (turbidez a un estandar McFarland 0,5 (Audrey Wanger et al, 1995). P.
endodontalis se incub6 en atmdésfera anaerobia, mientras que E. faecalis bajo
condiciones aerodbicas, ambos a 37 °C durante 24 horas. La manipulacion de los
componentes a los tubos de ensayo, se efectué en el siguiente orden: 1) caldo
ICC, 2) molécula de interés (CatDex), 3) NaCl (al 9%) y 4) bacteria. La MIC para
cada bacteria fue hecha por triplicado. El analisis de datos se realiz
cualitativamente observando la presencia o ausencia de turbidez en tubos de
ensayo y cuantitativamente; mediante la medicién de pH y la absorbancia (600

nm).
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Método de Difusion de Disco

La sensibilidad de E. faecalis y P. endodontalis al CatDex, fue determinada por el
método de Kirby-Bauer (Bauer et al, 1966; Aw Bauer, 1959). El cultivo de bacterias
se preparé en las mismas condiciones hasta que se alcanzé la fase de crecimiento
exponencial. Se sembraron 100 uL de cada bacteria sobre placas de agar ICC. Un
disco de papel de filtro (6 mm) (No.40, Whatman. Piscataway, NJ, EE.UU.), se le
coloc6 20 uL de CatDex a diferentes concentraciones. Una solucién salina se
utilizé como control negativo. Las placas de Petri fueron marcadas por divisiones
en el exterior. Las placas ya sembradas y con los discos se incubaron a 37 °C
durante 24 h como los requisitos de crecimiento de las bacterias.

En primera instancia se realizaron los antibiogramas para cada una de las
bacterias del estudio, y posteriormente se inocularon en simultdneo haciendo una
suspensién de ambas bacterias. El andlisis realizado consisti6 en medir con un
vernier la zona de inhibicién formada o ausente alrededor de los discos y los
resultados se presentan en milimetros (mm). Cada concentracion se realizé por

triplicado.

Todos los experimentos realizados en este estudio se efectuaron por triplicado, y
los resultados graficados son el promedio de las repeticiones con su respectiva
desviacién estandar (DE).
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RESULTADOS

Cinética de Crecimiento

Antes de someter a las bacterias a cualquier tipo de experimentacion bajo
condciones 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.

La bacteria Porphyromonas endodontalis presentd su maximo punto de
crecimiento de fase exponencial a las 17 horas (Grafica 1) con una Absgoomn de
2.16 (+ 0.14), correspondiente a una concentracién celular de 10.8 x108 (+ 7.07)
células/mL y un pH de 7.0 (+ 0.0). Mientras que la etapa de mayor crecimiento
para Enteroccocus faecalis fue de 10 horas (Gréfica 2), con valores de 2.15 (+
0.45), 12.4x10® células/mL y un pH 6.5 (+ 0.0) respectivamente.

Estos resultados son basicos y de suma importancia para realizar la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y el Método de Difusion de Disco, 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).
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Concentracion celular

Concentracion celulax
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Grifica 2. Cinética de Crecimiento de Enteroccocus faecalis
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Método de Difusion de Disco

Halo de Inhibicion

La evaluacion de los resultados se efectué mediante la formacién de halos de
inhibicion alrededor del disco y comparando entre los controles positivo (NaOCI) y
negativo (agua), con respecto a las bacterias de interés. Los resultados fueron
interpretados en tanto que la sensibilidad fue expresada por la bacteria al
contacto con el agente antimicrobiano de estudio. La zona o halo de inhibicién es

diferente para cada bacteria.

a) Tabla 1. Halos de ihibicién para P. Endodontalis y E. faecalis

SUSTANCIA | CONCENTRACION | p_endodontalis E. faecalis

CatDex |0.17%

CatDex | 0.145%
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CatDex | 0.12%
CatDex | 0.075%
CatDex | 0.05%
NaOCI | 5.25%, 2.5%

1.5%
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En la Gréafica 3 se observa el efecto que tuvieron el CatDex y el NaOCI a

diferentes concentraciones frente a la bacteria Porphyromonas endodontalis. Se

puede observar que para P. endodontalis hay un efecto antimicrobiano positivo

mayor ante el NaOCI al 5.25%, impidiendo el crecimiento de la bacteria. El
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diametro del halo de inhibicion formado para cada dosis, fue de 9.5 mm (+0.70),
7.5 mm(+0), y 6.5 mm (+0) respectivamente.

Se aprecia claramente que con el CatDex el efecto maximo se logra a la
concentracion de 0.17%. En donde el diametro del halo fue de 9 mm (+0), 7 mm
(+ 0) y 6 mm (£0).

BNaOCl OCatDex

i | | : : |_| :
U'! wy (o]
= i -
= =

Sustancia (%)

—

Halo de inhibicion (mm)
[ O R O R = e I - I = I ]
1

—~

—_—

o

0.05

T
)
—~
<
=

Gréfica 3. Antibiograma de Porphyromonas endodontalis

0.145

En la gréfica 4 se observa el efecto que tuvieron el CatDex y el NaOCI a diferentes
concentraciones frente a la bacteria Enteroccocus faecalis, 1o cual nos permite
determinar ante que concentracién es mas sensible esta bacteria.

Se puede observar que para esta bacteria hay un efecto antimicrobiano positivo
mayor ante el NaOCI al 5.25% 2.5% y al 1.25%. El diametro del halo de inhibicion
formado para cada dosis, fue de 9 mm (+0.0), 8 mm (+0.0), y 7 mm (+0.0)

respectivamente.
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La bacteria muestra una resistencia ante el CatDex.

[
b=
]

m NaD(l @ CatDex

Hale de inhibvicion (mm
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Gréfica 4. Antibiograma de Enteroccocus faecalis
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b) Tabla 2. Halo de inhibicion para mezcla bacteriana de P. endodontalisy E.

Faecalis.
Sustancia Concentracién Mezcla Bacteriana
CatDex 1%
CatDex 0.5%
CatDex 0.25%
NaOCl 5.25%
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NaOCl 2.5%

NaOClI 1.25%

En la graficas 5 y 6 se observa la eficacia o el efecto que tuvieron el CatDex y el
NaOCI a diferentes concentraciones en la mezcla bacteriana de Enterococcus faecalis
y Porphyromonas endondontalis, ambas en fase logaritmica de crecimiento, lo cual
nos permite determinar ante que concentracién fueron mas sensibles. Se puede
observar que hay un efecto antimicrobiano positivo mayor ante el NaOCI al 5.25% de
8.5 mm (+0.50) mientras que a concentraciones de 2.5% y 1.25% los halos de
inhibicién formados fueron de 8 mm (+0) , y 7.5 mm respectivamente. (+0)

Para el CatDex la mayor sensibilidad se obtuvo al 1% con un halo de inhibicién de
7.5mm (+ 0.58) mm; al 0.5% de 6.75mm (+0.96) y al 0.25% de 6.25 mm (+0.50).

50



~ 10.0
:
£ 30 T
=
2
L 6.0
2
= 4.0
=
P 2.0 A
«
T 0.0
1.25 2.5 5.25
Concentracion NaOCl (%)
Grifica 6. Antibiograma NaOCl Mezcla Bcteriana
= 100
= 2.0
= - [
2 i I I
= = .
£ g 60
3 E 40
= 2.0
=
=00
1 0.5 0.25

Concentracion CatDex (%)

Gréfica 5. Antibiograma CatDex Mezcla Bacteriana

Concentracion Minima Inhibitoria
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Para el control de crecimiento de P. endodontalis después de 24 horas de
incubacién fue de 5.78 x 10® (+6.85 x 107), Absgoomn 1.36 (+0.42), y pH de 8

(+0.0).
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Con el NaOCI la mayor reduccién se observé al 5.25% (Grafica 7) con 1.45 x 10’

cel/ml (+9.23 x 10°), Abseoomn 0.029 (+0.0), y PH de 8 (+0.0)

-

£ 70e+08

m .

3 60E+08 + E=Célulasml  —@—pH |
N

S 50E+08 + |
]

S 40E+08 +

w .
o0

: 30E+08 +

g 2,0E+08 + i
‘E‘, 10E+08 + . !
S 0,0E+00 ; : }

o 5,25 25 125 ce

NaOCI (%)

9,00
8,50
8,00
750 T
7,00
6,50
6,00

Grifica 7. Concentracién Minima Inhibitoria NaOCl P. Endodonatalis

Con el CatDex la mayor reduccidén se observo a la concentr

acion de 0.145% con

una concentracion celular de 2.6 x 108 (+ 4.38 x 10%) , Absggom 1.100 (+0.376) y

PH de 7 (+0.6) (Gréfica 8)
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Grifica 8. Concentracion Minima Inhibitoria CatDex. P. Endodonatalis

En resumen, el porcentaje de reduccién bacteriana para Porphyromonas
endodontalis con el NaOCI fue de 97.8% al 5.25%, 78.73 % al 2.5% y 57.9% al
1.25%. Mientras que para el CatDex al 0.145% fue de 55% (Gréfica 9).
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Gréfica 9. Porcentaje de Reduccion Bacteriana Porphyromonas Endodontalis

Para el control de crecimiento de E. faecalis después de 24 horas de incubacion
fue de 6.74 x 10® cel/ ml (+ 6.67x 107 ), AbSgoomn 1.34 (+0.13), y pH de 6.5 (+0.0).
Con el NaOCI la mayor reduccién obtenida fue al 5.25%, con 9.04 x 107 cel/ml
(+5.58 x 107), Absggomn 0.18 (+0.1 x 108), y pH de 8.5 (Grafica 10).
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Grifica 10. Concentracién Minima Inhibitoria NaOCl. Enteroccocus Faecalis

Con el CatDex la mayor reduccion se observé al 1% (Gréfica 11) con 6.1 x 107
(+2.5 x 107), Absgoomn 0.149 (+0.381), y 7.5 de PH (+0.0).

53



54

8.0E+08 9.0

7.0E+08 + CJcelulas/mL.  —e— pH — lgs
=  6.0E+08 T
8 3 5.0E+08 + T80
£ E
g Z 4.0E+08 T T75 &
- = [-7)
£ 5 3.0E+08 1
2 2.0E+08 +
S Lomos M 165

.OE+08
0.0E+00 } } } 6.0
1 05 0.25 cc
CatDex (%)

Gréfica 11. Concentraciéon Minima Inhibitoria CatDex. Enteroccocus Faecalis

En resumen, el porcentaje de reduccion bacteriana para Enteroccocus faecalis con
el NaOCI fue de 96.9% al 5.25%, 93.3 % al 2.5% y 86.584% al 1.25%. Mientras
que para el CatDex al 1% fue de 90.8% , 74.7% al 0.5% y 62.4% al 0.25%.(Grafica
12).
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Grifica 12. Porcentaje de Reduccion Bacteriana Enteroccocus Faecalis
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En cuanto a la mezcla bacteriana el control de crecimiento después de 24 horas
de incubacion fue de 6.74 x 108 (+6.67 x 107 ) Absgoomn 1.34 (+0.13), y PH de 6.5
(+0.0).

Con el NaOCI la méaxima reduccién se observéd al 5.25% con 9.5 x 107 cel/ml
(+5.59 x 107) Absgoomn 0.18 (+0.11), y pH de 7.5 (+0.0). (Gréfica 13)
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Grifica 13. Concentracién Minima Inhibitoria NaOCl. Mezcla Bacteriana

El CatDex tuvo su maxima eficacia sobre la mezcla bacteriana al ser utilizado al
1% (Grafica 14) con 6.14 x 107 cel/ml (+2.51 x 107), Absgoomn 0.149 (+0.35),y 7.5
de PH (+0.0).
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Griafica 14. Concentraciéon Minima Inhibitoria CatDex. Mezcla Bacteriana
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Resumiendo que en la mezcla bacteriana el CatDex al 1% logré una reduccion
celular del 90%, mientras que el NaOCl% el 99%. (Gréficas 15y 16)
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Grifica 15. Porcentaje de Reduccién celular. Mezcla Bacteriana
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Grifica 16. Porcentaje de Reduccién celular. Mezcla Bacteriana
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ANALSIS ESTADISTICO

57

P. endodontalis

Mic (cel/ml)
CatDex CatDex CatDex NaOcCl NaOcCl NaOCI
0.17%  PROMEDIO  3.6x108 5.25%  PROMEDIO  0.14 x 108
DESV. DESV. 0.092 x
ESTANDAR  0->2* 108 ESTANDAR 108
0.15%  PROMEDIO  2.6x 108 2.50% PROMEDIO  2.4x108
DESV. DESV.
ESTANDAR  +38x 108 ESTANDAR 1.8x108
0.12%  PROMEDIO  4.01x 108 1.25% PROMEDIO  0.12x108
DESV. DESV.
ESTANDAR 02> 108 ESTANDAR 1.0x108
0.08%  PROMEDIO  3.5x108
DESV.
cstanpag | 019X 108
0.05%  PROMEDIO  3.7x108
DESV.
ccranpag | 0-79%108
P. endodontalis
NaoCl NaoCl | NaoOCl
CatDex 5.25 2.50 1.25
0.170 0.0003437 NS | 0.0058946
0.150 NS NS NS
0.125 0.0000148 NS | 0.0028305
0.075 0.0000103 NS | 0.0045313
0.050 0.0014915 NS | 0.0082458
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E. faecalis MIC

(cel/ml)

CatDex CatDex CatDex NaOCl NaOCI NaOCl
1.00% PROMEDIO Oi6018X 5.25% PROMEDIO 0.9 X108
DESV. 0.25X DESV. 0.55X
ESTANDAR 108 ESTANDAR 108
0.50% PROMEDIO 1.6 X 108 2.50% PROMEDIO 0.45X 108
DESV. 0.13 X DESV.
ESTANDAR 108 ESTANDAR 0.11X'108
0.25% PROMEDIO 2.3 X108 1.25% PROMEDIO 0.21X 108
DESV. 0.17 X DESV. 0.68 X
ESTANDAR 108 ESTANDAR 108
E. faecalis
NaOClI NaOCl NaOCl
CatDex 5.25 2.50 1.25
1.00 NS NS NS
0.50 NS 0.0000932 |0.006676967
0.25 NS 0.0003055 [0.015469941
Mezcla MIC (cel/ml)
CatDex CatDex NaOCl NaOCl NaOCI
1.00% PROMEDIO 0.61 x 108 5.25% PROMEDIO 0.25 x108
DESV. DESV.
ESTANDAR 0.25 x108 ESTANDAR 0.068x108
0.50% PROMEDIO 1.7x108 2.50% PROMEDIO 0.45 x 108
DESV. DESV.
ESTANDAR 1.4 x 108 ESTANDAR 0.116x108
0.905 x
0.25% PROMEDIO 2.3 x108 1.25% PROMEDIO 108
DESV. DESV. 0.559 x
ESTANDAR 0.18x108 ESTANDAR 108
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Mezcla
NaOCI NaOcCI NaOcCI
CatDex 5.25 2.50 1.25
1.00 0.0738 (NS) NS NS
0.50 NS NS NS
0.25 0.0000507 |0.000116196|0.014680048

En base a los resultados Estadisticos obtenidos del efecto antimicrobiano del
CatDex y el NaOCI al 5.25% con Porphyromonas endodontalis, el NaOCl es
mayor que el CatDex en todas las concentraciones evaluadas a excepcion del
0.145%. La comparacion del NaOCI al 2.25%, no fue estadisticamente

significativa a ninguna concentracion utilizada de CatDex.

Con Enterococcus faecalis la diferencia del el efecto antimicrobiano del CatDex al
1% contra el NaOCI al 5.25% no es significativa. Cuando este se compar6 frente
al NaOCI al 2.5% y al 1.25% es significativa a las concentraciones de 0.5% vy
0.25%.

En la mezcla bacteriana la diferencia en el efecto antimicrobiano del CatDex al
0.25% fue significativa frente al NaOCI a las tres concentraciones. Mientras que

con el CatDex al 1% y al 0.5% no fue significativa.

La prueba utilizada fue la de Wilcoxon con un 95% de confiabilidad.
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DISCUSION

En la presente investigacion se evalud in vitro la actividad antimicrobiana del
CatDex y se compard con el NaOCI frente a una mezcla bacteriana de
Enteroccocus faecalis y Porphyromonas endodontalis para ser utilizados como

irrigantes en la terapia endodontal.

En el desarrollo del procedimiento se analiz6 el comportamiento de las moleculas
a diferentes concentraciones mediante el Método de Difusién de Disco y la
Concentracion Minima Inhibitoria, frente a las bacterias a estudiar de manera

independiente en su fase exponencial y posteriormente en la mezcla bacteriana.

Los medios de cultivo utilizados fueron Infusion Cerebro Corazon en agar para el
método de difusion de disco (Salles et al., 2015) (Kim et al., 2015); y este mismo
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 irrigacién en
endodoncia. Sin embargo Escamillay 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%. (Escamila et al., 2013)

Estos resultados no coinciden con los obtenidos en este trabajo ya que E. Faecalis
no mostré6 sensibilidad al CatDex mientras que P. endodontalis si a

concentraciones por encima del 0.12%.
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
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revelaron que las bacteria mas resistente era E. faecalis, que no era susceptible
en absoluto, en la prueba de difusién 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 endodonticas persistentes o
infecciones secundarias intrarradiculares asociadas con el fracaso del tratamiento
endodontico. (Charles et al, 2006; Evans et al., 2002) Mientras que P.
endodontalis, esta mas asociado con tratamientos de conductos que tienen
infecciones endodbnticas primarias, aunque se observa que coloniza en conductos

con ambos tipos de infecciones. (Hong et al., 2015)

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 eleccién durante
mucho tiempo a diferentes concentraciones (0.5-5.25%) durante Ia
instrumentacién. (Yamashita et al., 2003)

En el presente trabajo, la concentraciébn més 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 inhibicién contra E.faecalis considerandose como

estandar de oro. (Karkare et al., 2015)

En cuanto a la reduccion que logré el hipoclorito de sodio al 5.25% del E. faecalis,
del 96%. En estudios similares los resultados reportan una reduccién mayor al
50%. (Diaz et al., 2014) La proporciéon de eliminacion 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 erradicacién de colonias
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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.

El potencial antimicrobiano del NaOCI al 2.5% también ha sido analizado a
distintas concentraciones frente a p. Endodontalis en donde ha sobresalido por su
capacidad de reducir de manera significativa la presencia de colonias bacterianas
en conductos radiculares. (Rocas et al., 2011)

En esta investigacion el NaOCI al 2.5% logré una reduccion celular del 60% con P.
endodontalis. A diferencia del estudio realizado por Sena et al., 2006 en donde el
NaOCI eliminé al 100% las colonias bacterianas de esta bacteria.

Por otra parte, el efecto antibacteriano con E. Faecalis fue por encima del 90%, lo
cual coincide con la investigacién realizada por Kapdan et al., 2015 en el cual
obtuvo el 6tpimo resultado con NaOCI al 2.5% frente a la bacteria previamente

mencionada.

La tercera concentracién de NaOCI que se analiz6 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
namero 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 eliminacién 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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En este investigacion se concluyé que no solamente la concentracion, si no que
tambiéen el pH de los irrigantes, asi como el medio de cultivo juegan un papel
importante en la alteracion del crecimiento de las bacterias. Como se puede
observar en nuestros resultados, las bacterias tuvieron un comportamiento distinto
frente a la misma molécula a la misma concentracién si se encontraban en agar o
en caldo. Ma et al., 2015 concluyen en su investigacion que NaOCI al 5.25% en
combinacién con un desafio alcalino posterior disminuyd significativamente las

tasas de supervivencia planctonicas de E. Faecalis.

A pesar de que los resultados de las investigaciones in vitro no pueden ser
extrapolados a las situaciones in vivo son una aproximacion que nos permite

evaluar y comparar la eficacia de los materiales.
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CONCLUSIONES

Bajo la metodologia desarrollada en la presente investigacion y en base con los

objetivos planteados, asi como los resultados obtenidos se puede concluir que:

La fase logaritmica de crecimiento identificada mediante la cinética de
crecimiento para E. Faecalis fue alas 10 horas, y para P. endodontalis fue
alas 17 horas.

Se logré observar el mayor efecto antimicrobiano del CatDex sobre P.
endodontalis utilizando la técnica de sensibilidad en disco (método Kirby-
Bauer) ala concentracién de 0.17%

Sin embargo, E. Faecalis mostré una resistencia a la molécula mediante
esta técnica no presentado efecto antimicrobiano.

Con la prueba de concentracion minima inhibitoria se obtuvo que el mayor
porcentaje de reduccidn bacteriana para Porphyromonas endodontalis con
el NaOCI fue de 97.8% al 5.25%, mientras que para el CatDex al 1% fue de
90.8%.

Para Enteroccocus faecalis con el NaOCI fue de 96.9% al 5.25%, mientras
que para el CatDex al 0.145% fue de 55%.

En la mezcla bacteriana el CatDex al 1% logré la mayor reduccion celular
que fue del 90%, mientras que el NaOCI al 5.25% el 99%.

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.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios de citotoxicidad para el CatDex a mayores concentraciones para
descartar efectos adversos

1. Aumentar la concentracion del CatDex, para ver si a mayores

concentraciones logra tener un mayor efecto antimicrobiano.

2. Tomar en cuenta el pH de la molécula CatDex y utilizar un vehiculo que
tenga un pH mas alcalino que iguale el del NaOCI.

3. Realizar investigaciénes para evaluar la duracion del efecto del CatDex y

pensar en la utilizacion de éste como medicamento intraconducto.
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