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Titulo de Estudio: Efecto antifiingico de una solucién doble antibidtica modificada con

Fluconazol sobre Cdndida albicans in vitro

RESUMEN

Introducciéon: Dentro de la infeccion endoddntica primaria se pueden encontrar,
ademds de multiples especies de bacterias, la presencia de Candida albicans y el uso de
antibidticos no es suficiente para su erradicacion. Objetivo: Evaluar el efecto
antifungico de una solucion doble antibidtica modificada con fluconazol sobre Cdndida
albicans in vitro. Métodos: Se realizé la preparacion de la solucién doble antibidtica
modificada con Fluconazol en tres concentraciones diferentes (.4 mg/ml, .2 mg/ml y .1
mg/ml). Como grupo control se prepar6 DAP (ciprofloxacino y metronidazol 1:1)
mezclada con propilenglicol. Las soluciones fueron embebidas en esponjas de colageno
y colocadas en pozos de Agar con Candida albicans previamente sembrado, y se evalud
su crecimiento a las 24 y 48 horas. Resultados: Se observé que la solucién doble
antibidtica con Fluconazol, tiene efecto antifingico a bajas concentraciones y que la
DAP no es eficaz para la erradicacién de C. albicans. Conclusion: Por lo tanto, la esponja
de coldgeno cargada con la solucién doble antibidtica modificada con fluconazol podria ser una

alternativa efectiva para erradicar C. albicans durante procedimientos regenerativos en

endodoncia.

Palabras clave: Candida albicans, Fluconazol, Pasta doble antibidtica, Esponja de coldgeno
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Study Tittle: Antifungic effect of a double antibiothic solution with Fluconazole over

Candida albicans in vitro

ABSTRACT

Introduction: Within the primary endodontic infection can be found, in addition to
multiple species of bacteria, the presence of Candida albicans and the use of antibiotics
is not enough for eradication. Objective: To evaluate the antifungal effect of a double
antibiotic solution modified with fluconazole on Candida albicans in vitro. Methods:
The preparation of the double antibiotic solution modified with Fluconazole was carried
out in three different concentrations (.4 mg / ml, .2 mg / ml and .1 mg / ml). As a
control group, DAP (ciprofloxacin and metronidazole 1: 1) prepared with propylene
glycol. The solutions were embedded in collagen sponges and placed in agar with
previously seeded Candida albicans, and their growth was evaluated at 24 and 48
hours. Results: It was observed that the double antibiotic solution with Fluconazole has
an antifungal effect at low concentrations and that DAP is not effective for the
eradication of C. albicans. Conclusion: Therefore, the collagen sponge loaded with the
double antibiotic solution modified with fluconazole could be an effective alternative to

eradicate C. albicans during regenerative procedures in endodontics.

Keywords: Candida albicans, Fluconazole, Double antibiotic paste, Collagen sponge



1. INTRODUCCION

La terapia endoddntica regenerativa ha demostrado relevancia clinica para tratar
dientes inmaduros con pulpa necrética (Chen and Chen, 2016). El objetivo principal de
este tratamiento es continuar con el desarrollo de la raiz, reduciendo el riesgo de

fracturas asociadas con una apexificacion con hidréxido de calcio (Adel et al., 2014).

La medicacién intraconducto en procedimientos regenerativos es un factor critico
para obtener resultados exitosos (McTigue et al, 2013). Al respecto, la mezcla
tradicional de antibidticos como la pasta triple antibidtica (TAP) que contiene
ciprofloxacino, metronidazol y minociclina ha demostrado ser eficaz. Los medicamentos
intraconducto utilizados son el hidréxido de calcio, formocresol y la pasta doble
antibidtica (DAP). La DAP estd compuesta de los mismos antibidticos, excepto la
minociclina, la cual ha demostrado efectos sobre la coloracién del diente (Chuensombat

etal., 2013).

En este contexto, para obtener una consistencia aceptable de la DAP, se requiere
una alta concentraciéon de estos antibidticos (Daniel et al, 2016). Algunas
investigaciones han descrito su efecto citotoxico sobre las células madre de papila apical
(SCAPs), (Ruparel et al., 2012) y células madre de pulpa dental (DPSCs) (Sabrah et al.,
2015). Por lo tanto, estudios recientes han recomendado el uso de concentraciones mas
bajas de estos medicamentos que varfan de 0.1 a 2 mg /mL para disminuir su

citotoxicidad (Daniel et al., 2016).

Por otra parte, Se han encontrado, hongos cultivables en infecciones

endododnticas, tanto primarias como resistentes. Los hongos pueden producir enfermedad



cuando hay factores locales o sistémicos predisponentes del individuo (Baumgartner et

al., 2000).

Dentro de la microbiota humana oral, encontramos al Candida albicans (C.
albicans), el cudl puede existir en armonia con otros miembros de esta microbiota, pero
si hay alguna perturbacién en el balance delicado, como por ejemplo: variaciones en el
ambiente local (cambios en el pH o nutricionales), uso de antibidticos, o alteraciones en
el sistema inmune, pueden causar que C. albicans prolifere ripidamente y cause
infeccion. (Gulati and Nobile, 2016), a pesar de ello no existen medicamentos
intraconducto que garanticen la erradicacion de este microorganismo, por lo cual el
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de fluconazol sobre el crecimiento de C.
albicans al ser mezclado en la solucion doble antibidtica in vitro. Los resultados
obtenidos proporcionan evidencia que el fluconazol erradica C. albicans en el conducto

radicular.



2. HIPOTESIS

La solucién doble antibidtica modificada con fluconazol tiene un efecto inhibitorio sobre

el crecimiento de C. albicans in vitro.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antifingico de una soluciéon doble antibidtica modificada con

fluconazol sobre C. albicans in vitro

3.2 Objetivos especificos

e Obtener una esponja de coldgeno cargada con una solucion doble antibidtica
modificada con fluconazol utilizando incubacion.

e Cultivar una poblacion de C. albicans mediante Agar Dextrosa Sabouraud.

e Determinar el halo de inhibicion de C. albicans expuesta a una solucién doble

antibiotica modificada utilizando el método de difusion en agar



4. ANTECEDENTES
4.1 Endodoncia

La endodoncia es la rama de la odontologia que se enfoca en el estudio de la
morfologia, fisiologia y patologias de la pulpa dental y de los tejidos perirradiculares.
Estudia las ciencias bdsicas y clinicas de la pulpa sana y etiologia, diagndstico,
prevencion y tratamiento de las afecciones de la pulpa y de los tejidos perirradiculares

(AAE, 2016).

Estas patologias se han ido clasificando con el paso de los afios, y diferentes
organismos han hecho diversas propuestas.
Sin embargo, una de las Instituciones més prestigiadas es la Asociacion Americana de
Endodoncia (AAE). La cudl estd en constante cambio y al dia con informacién veraz y
acertada.

Segun la AAE la clasificacion actual sobre el diagndstico endodontal es la siguiente:

Pulpa normal: Una categoria de diagndstico clinico en la que la pulpa no presenta
sintomas y normal a pruebas pulpares.

Pulpitis reversible: Un diagnéstico clinico basado en hallazgos subjetivos y objetivos
que indican que la inflamacién deberia resolverse y la pulpa volver a la normalidad.
Pulpitis irreversible sintomatica: Un diagndstico clinico basado en hallazgos
subjetivos y objetivos indican que la pulpa inflamada es incapaz de curarse.
Descripciones adicionales: dolor térmico persistente, dolor espontdneo, dolor referido.
Pulpitis irreversible asintomatica: Un diagnéstico clinico basado en hallazgos
subjetivos y objetivos que indican la pulpa inflamada es incapaz de curar. Descripciones
adicionales: sin sintomas clinicos pero inflamacién producida por caries, excavacion de

caries, trauma.

Necrosis de la pulpa: Una categoria de diagndstico clinico que indica la muerte de la

pulpa dental. La pulpa usualmente no responde a la prueba de vitalidad.



Previamente tratada: indica que el diente ha sido tratado endoddnticamente y los
conductos estdn obturados con varios materiales de relleno ademds de medicamentos
intraconducto.

Terapia iniciada previamente: Una categoria de diagndstico clinico que indica que el
diente ha sido tratado previamente por terapia de endodoncia parcial (p. €j., pulpotomia,

pulpectomia).

Tejidos apicales normales: Dientes con tejidos perirradiculares normales que no son
sensibles a la percusion o palpacion. La ldmina dura que rodea la raiz estd intacta, y el
ligamento periodontal es uniforme.

Periodontitis apical sintomatica: Inflamacion, generalmente del periodonto apical, que
produce sintomas clinicos que incluyen una respuesta dolorosa a morder y / o percusion
o palpacién. Puede ser o no ser asociado con un drea radiolucida apical.

Periodontitis apical asintomatica: La inflamacién y destruccién del periodonto apical
de origen pulpar aparece como un area radiolucida en apical, y no produce sintomas
clinicos.

Absceso apical agudo: Reaccion inflamatoria a la infeccion pulpar y necrosis
caracterizada por un inicio rdpido, dolor espontdneo, sensibilidad del diente a la presion,
formacion de pus e hinchazén de tejidos asociados.

Absceso apical cronico: Reaccion inflamatoria a la infeccién pulpar y necrosis
caracterizada por una aparicioén, poca o ninguna molestia y la descarga intermitente de

pus a través de un tracto sinusal asociado.

Osteitis condensante: Lesion radiopaca difusa que representa una reaccion Osea
localizada de un grado inflamatorio bajo, generalmente visto en el dpice del diente

(AAE, 2016).

Objetivos de la endodoncia
El propésito del tratamiento de conductos es debridar completamente y

desinfectar el sistema de conductos para erradicar las bacterias o al menos reducirlas a



un nivel por debajo de lo necesario para prevenir la enfermedad periapical o permitir su
curacion. (Siqueira, 2008). Esto se lleva a cabo mediante la instrumentacién mecdanica y

la desinfeccién quimica con irrigantes.

Limpieza y conformacion de sistema de conductos radiculares

Los procedimientos de limpieza y desinfeccidn intraconducto estdn relacionados
con los efectos mecdnicos y quimicos de los irrigantes. El hipoclorito de sodio (NaOCl)
se ha utilizado como wuna solucién de irrigacién antimicrobiana en diversas
concentraciones durante la instrumentacion biomecanica en el tratamiento endoddntico
(Sena, 2006).

Se han usado varias concentraciones de NaOCl como irrigantes de conductos
durante muchas décadas. Las principales ventajas de NaOCl son su capacidad para
disolver los tejidos necréticos y sus propiedades antibacterianas contra la mayoria de los
microorganismos (Kho, 2006).

Sen et al., Probaron las propiedades antifungicas de CHX .12%, 0.5% de NaOCl
y 5% de NaOCl contra C. albicans utilizando un modelo cilindrico de dentina. Ellos
informaron que C. albicans era mds resistente a estas soluciones de irrigacion cuando
estaba presente smear layer, en su ausencia se muestra que NaOCI tiene actividad

antifungica después de 30 minutos (Sen, 1999).

4.2 Microbiologia
Bacterias

Las bacterias desempefian el papel etiolégico primario en el desarrollo de
necrosis pulpar, enfermedad periapical y fracaso de tratamientos endoddnticos previos.
(Kakehashi, 1965).

La evidencia de invasion bacteriana en los tibulos dentinarios ha sido reconocida
por mds de un siglo, aunque la evidencia experimental del papel de las bacterias en el
tratamiento dental se demostré sélo en la década de 1960. La Infeccién pulpar y la

inflamacién puede ocurrir a través del contacto directo entre tejidos pulpares y bacterias



orales (por ejemplo, con caries en exposicion de la pulpa) o como consecuencia de la

migracidn bacteriana a través de tibulos dentinarios (Taschieri, 2014).

En general, se cree que la principal causa de fracaso en el tratamiento es la
supervivencia de microorganismos en la porcion apical del diente. A diferencia de las
infecciones endoddnticas primarias, que son de naturaleza polimicrobiana y estdn
dominadas por anaerobios gram negativos, los microorganismos implicados en las
infecciones secundarias estdn compuestos por algunas especies bacterianas. El
Enterococcus faecalis es un organismo persistente que, a pesar de constituir una pequefia
proporcién de la flora en conductos no tratados, juega un papel importante en la
etiologia de las lesiones perirradiculares persistentes después del tratamiento del

conducto radicular (Stuart, 2006).

Es la especie mds frecuente en lesiones persistentes. Es un anaerobio facultativo
grampositivo capaz de invadir los tibulos dentinarios. Tiene capacidad para unirse a la
dentina y forma las comunidades organizadas en biofilms, pueden contribuir a provocar
una resistencia bacteriana a varias soluciones de irrigaciéon y medicamentos usados en

endodoncia (Basmaci, 2013).

Hongos

Los hongos son microorganismos eucariotas quimioorganotropos que pueden
participar en infecciones endodoénticas y, por lo tanto, en la etiologia de las
enfermedades perirradiculares. Poseen atributos de virulencia, incluyendo adaptabilidad
a una variedad de condiciones ambientales, adhesién a una variedad de superficies,
produccion de enzimas hidroliticas, transicion morfoldgica, formacion de biopeliculas y
evasion e inmunomodulacién de la defensa del huésped, que pueden desempefiar un

papel en la patogénesis de enfermedades perirradiculares

4.3 Candida albicans
Es la especie de hongo mds comunmente aislada de los conductos radiculares

infectados, y esta especie ha sido considerada un microorganismo dentinofilico debido a



su afinidad invasiva con la dentina. También se ha descubierto que C. albicans es
resistente a algunos medicamentos intraconducto, como el hidréxido de calcio. Su
capacidad para invadir los tdibulos dentinarios y la resistencia a los medicamentos
intraconducto de uso comun puede ayudar a explicar por qué C albicans se ha asociado

con casos de infecciones persistentes del conducto radicular (Siqueira, 2004).

El inicio y la persistencia de las infecciones por cdndida en los conductos
radiculares dependen de su colonizacién y penetracion en la dentina. Afinidad especifica
de C. albicans por el tipo 1 a las proteinas de coldgeno y matriz extracelular en la dentina
promueven la adhesion celular, la colonizacién y los iones Ca2+ facilitan su
morfogénesis. Ademds, C. albicans tiene la capacidad de deteccion de contacto y su
dimension microscopica (levaduras de 1-6 mm e hifas 1.9-2.6 mm de diametros) les
permiten invadir y penetrar tdbulos dentinarios. Por lo tanto, para reducir
sustancialmente o erradicar C. albicans de los conductos radiculares, los medicamentos
intraconducto deben tener la capacidad de penetrar en la dentina para asi lograr una

desinfeccién (Yoo, 2017).

Biofilm

Una biopelicula se puede definir como comunidades de microorganismos unidos
a una superficie, incrustados en una matriz extracelular de polisacdridos. Dentro de estas
microcolonias, las bacterias se han convertido en comunidades organizadas con

heterogeneidad funcional (Costerton, 1999).

4.4 Regeneracion Pulpar

Recientemente, el 6rgano dental en el desarrollo con dpice inmaduro ha tomado
un importante enfoque en la atencién. La infeccion endoddntica o trauma de un diente
con un dpice inmaduro puede conducir a la necrosis de la pulpa y la interrupcion del
desarrollo del diente, dando como resultado raices con dpice incompleto, longitud de

raiz reducida y paredes radiculares delgadas y fragiles. Numerosos estudios han



abordado estrategias de ingenieria de tejidos dirigidas al estudio de la completa

formacion de las raices en dientes inmaduros (Tziafas, 2010).

Histéricamente, se han logrado resultados endoddnticos aceptables mediante
procedimientos de apexificacién con el uso de hidroxido célcico a largo plazo. Sin
embargo, se han expresado preocupaciones de que la terapia a largo plazo con hidréxido

de calcio podria alterar las propiedades mecdnicas de la dentina (Hargreaves, 2008).

El primer paso esencial en la terapia de regeneracion endodontica es desinfectar el
conducto radicular con una terapia quimica intensiva mediante el riego con NaOCl y la
aplicacion de medicamento intraconducto durante 1-4 semanas. Los medicamentos
intraconducto mds comunmente utilizados durante el procedimiento de regeneracion
endododntica son el hidréxido de calcio y la pasta triple antibidtica (TAP), que es una
mezcla de ciprofloxacino, metronidazol y minociclina. Sin embargo, la presencia de
minociclina en TAP se ha asociado con la decoloracién de los dientes. (Kim, 2015).

El tratamiento endoddntico regenerativo es un procedimiento que implica la
desinfeccion del conducto radicular con el uso de antibidticos. Mudltiples bacterias
aerébicas y anaerdbicas causan infeccién en los conductos radiculares y, por lo tanto, es
dificil desinfectar los conductos eficazmente con un solo tipo de antibiético. Por lo tanto,
Hoshino y Sato recomendaron una combinacién de tres antibidticos, incluidos

ciprofloxacino, metronidazol y minociclina (Lee, 2015).

Estos protocolos generalmente implican la desinfeccion del conducto radicular y la
formacioén de un codgulo sanguineo y / o células madre de papila apical en el espacio del
conducto radicular, que luego se restaura con un material de microorganismos
impregnables, lo que permite al tejido reparacion y maduracion de la raiz. Sin embargo,
se ha observado que durante el tratamiento las coronas del diente afectado, sufre un

cambio de color o decoloracién. (Kahler, 2016)

Berkhoff et al evaluaron la eliminacién de TAP mediante diferentes procedimientos de

irrigacion y descubrieron que aproximadamente el 88% de la TAP en forma de pasta se
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retuvo en el sistema de conductos radiculares independientemente de la técnica de
irrigacion utilizada y la TAP estaba presente circunferencialmente hasta 350 um dentro
de la dentina. Por el contrario, se eliminé hasta el 98% del hidréxido de calcio y sélo

estaba presente en 50 um de dentina. (Kahler, 2016)

En la actualidad la mayoria reportan el tratamiento de regeneracion utilizando TAP, ya
que es un excelente agente antimicrobiano. Se conoce poco sobre el efecto de la TAP a
nivel celular, ya que al utilizarla directo en el conducto, se administra de manera local,
en mucha mayor magnitud que lo que encontramos en la circulacién sistémica

(Berkhoff, 2014).

4.5 Células madre de papila apical (SCAPs)

En los dltimos afos, varios informes clinicos han demostrado que los dientes
permanentes inmaduros diagnosticados con pulpa no vital y periodontitis o absceso
perirradicular pueden sufrir apexogénesis. Un hallazgo cientifico reciente es el
descubrimiento y aislamiento de una nueva poblacion de células madre mesenquimales
que residen en la papila apical de dientes inmaduros, lo que puede explicar por qué la
apexogénesis puede ocurrir en estos dientes permanentes inmaduros con infeccion. Estas
c€lulas son llamadas células madre de papila apical (SCAPs), y tienen la capacidad de

diferenciacion multiple. (Chen, 2013)

Recientemente se ha descubierto una nueva poblacion de células madre
mesenquimales que residen en la papila apical de dientes inmaduros permanentes y se
denominé células madre de papila apical (SCAPs). Estas células madre parecen ser la
fuente de los odontoblastos que son responsables de la formacién de la dentina de la
raiz. La conservacién de estas células madre cuando se tratan dientes inmaduros puede

permitir la formacion continua de la raiz hasta su finalizacion (Huang, 2008).
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4.6 Medicacion Intraconducto

Hidroxido de Calcio

El hidréxido de calcio se ha incluido en varios materiales y formulaciones
antimicrobianas que se usan en una serie de modalidades de tratamiento en endodoncia.
Estos incluyen, medicamentos intraconducto entre citas, protector pulpar o
recubrimiento y selladores de conductos radiculares. Las formulaciones de hidréxido de
calcio también se usan durante el tratamiento de perforaciones de raiz, fracturas de raiz y

resorcion de raiz (Mohammadi, 2011).

El Hidroxido de calcio tiene una amplia gama de actividad antimicrobiana contra
patégenos endoddnticos comunes, pero es menos efectiva contra Enterococcus faecalis
(E. faecalis) y C. albicans. También es un agente anti endotoxina eficaz. Sin embargo,
su efecto sobre biofilms es controversial (Mohammadi, 2011).

Kakehashi et al., En 1965, en un estudio cldsico demostr6 que las bacterias
causan la enfermedad de la pulpa; sin embargo, numerosos estudios han revelado que
hay presencia de hongos y, mds recientemente, virus en la incidencia de infecciones
endodonticas. La literatura revela que E. faecalis, Actinomyces y C. albicans fueron los
microorganismos mas prevalentes asociados al fracaso de la endodoncia. Waltimo et al.,
mostraron que la C. albicans era resistente al hidr6xido de calcio; sin embargo,
combinando hidréxido de calcio con NaOCI o con clorhexidina podria proporcionar una

preparacion de amplio espectro antimicrobiano con un efecto duradero.

Pasta Triple Antibiética

Sato et al., Desarrollaron una TAP conformada por minociclina (espectro de
gram + y gram-), ciprofloxacino (espectro de gram+ y gram-) y metronidazol.
Hoshino y Takushige mostraron que la mezcla de una pasta de tres antibidticos con
propilenglicol colocado en el conducto radicular con un 1éntulo y en una concentracién

de 20 pg / ml. disminuye en mas del 99%; el nimero medio de colonias bacterianas que
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estd presente. Otro estudio in vitro muestra que cada antibidtico utilizado sélo es
ineficaz contra las bacterias presentes en la pulpa, la dentina y las lesiones apicales,
mientras que el trio de antibidticos permite la esterilizacién completa de las bacterias

(Hoshino, 1998).

La sensibilidad de las bacterias a las drogas generalmente se determina como la

concentracion inhibitoria minima (MIC) (Hoshino, 1996).

Pasta doble antibiética

La AAE recomienda el uso de hidréxido de calcio o de TAP durante un periodo
corto para el tratamiento de regeneracion endodontica para la desinfeccion. Pero la
minociclina juega un papel importante en cuanto al cambio de color que produce en la
dentina. Para evitar decoloracién de la corona, se propuso sellar los tibulos dentinarios
con agente adhesivo antes del uso de la TAP, como medicacion intraconducto.

Han propuesto reemplazar la minociclina con amoxicilina, cefaclor o
clindamicina, pero se opté por simplemente eliminar la minociclina y llamarla pasta

doble antibidtica (Pena dos Santos et al., 2018).

La doble pasta antibidtica (DAP) estd indicada cuando el hidréxido de calcio no
es suficiente para eliminar la sintomatologia. Se ha demostrado que el metronidazol de
manera aislada, no tiene efecto contra E. faecalis, y la literatura ya ha demostrado que
carece de efecto antimicrobiano contra anaerobios facultativos. El espectro de accién de
ciprofloxacino es eficaz contra los patdgenos anaerobios y gramnegativos en la cavidad

oral pero esta limitada nuevamente a bacterias Gram-positivas (Zancan et al., 2018).
Asi mismo se ha demostrado que la DAP ha sido efectiva contra biofilms de E.

faecalis, pero no en biofilms de C. albicans, por lo tanto no tiene efecto antifiingico

(Zancan et al., 2018).
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5. MARCO DE REFERENCIA

Con los afios, la mayoria de los estudios han demostrado que la microbiota recuperada
de los dientes resistentes al tratamiento endoddntico predominantemente consistia en

bacterias gram-positivas, especialmente E. faecalis (Murad et al., 2014).

Se ha estudiado este microorganismo, y se ha determinado que E. faecalis es un coco
grampositivo, anaerobio facultativo que se encuentra a menudo en el 30% - 90% de los
dientes endodonciados. Las probabilidades de que los dientes con endodoncia alberguen

E. faecalis son 9 veces mayores que los dientes con infecciones primarias.

Los hongos de la especie Cdndida s6lo se encuentran en las infecciones primarias de
forma esporddica, pero su frecuencia oscila entre el 3% y 18% de las infecciones

persistentes / secundarias.

Tanto E. faecalis como C. albicans poseen atributos que les pemiten sobrevivir en
conductos tratados, como resistencia a firmacos, capacidad para formar biofilm, invadir
los tibulos dentinarios y soportar periodos prolongados de privacion nutricional (Walton

and Torabinejad, 2010).

E. faecalis es un patégeno oportunista asociado con diferentes formas de enfermedades
periradiculares, incluidas las primarias e infecciones endoddnticas persistentes (Rocaset

et al., 2004).

Esto se debe a su capacidad de adherirse a la dentina y penetrar a lo largo de los tubulos

dentinarios y colonizar la dentina en forma de biofilm (Distel ez al., 2002).

Son capaces de producir estructuras de superficie celular (por ejemplo, cdpsula) o
secreciones extra celulares por ejemplo, polisacarido extracelular, puede ofrecer
proteccion a todas las bacterias residentes de diversas tensiones ambientales, como

cambios de pH, choque osmético, radiacion. También alivia el efecto de cualquier
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sustancia nociva que se difunda a través de la matriz EPS antes de llegar a los

microorganismos (Davey and O” Toole 2000).

Las bacterias y los hongos del microbiota oral humano pueden invadir el sistema de
conductos de los dientes. La penetracion de bacterias en los tibulos dentinarios puede

alcanzar hasta 300 micras (Siqueira and Rocas, 2002).

Ademads de bacterias, varios estudios han informado sobre la aparicién de hongos en las

infecciones primarias del conducto radicular (Sen et al., 1995).

Aunque las bacterias son los principales microorganismos que se encuentran en las
infecciones endoddnticas primarias, existen algunos estudios que establecen la presencia
de hongos en los conductos radiculares infectados. C. dlbicans y E. faecalis se
consideran las especies de hongos y bacterias mds resistentes que son responsables de

las fallas en el tratamiento del conducto radicular (Pankaj, 2017)

Se ha analizado que los hongos son microrganismos eucariéticos que pueden colonizar
la cavidad oral, especialmente las especies de Candida, pero también han sido
ocasionalmente detectados en infecciones intrarradiculares primarias. En un estudio
molecular, se reporto la incidencia de C. albicans en 21% de las muestras de conductos

con infeccioén primaria (Baumgartner et al., 2000).

En los ultimos afos, se ha reportado que las infecciones flingicas invasivas, han
aumentado considerablemente, y el nimero de pacientes en riesgo por estas infecciones,
estd aumentando a medida que las terapias inmunomoduladoras contindan

expandiéndose (Campoy and Adrio, 2016).
Aparte de C. dlbicans, se han logrado aislar otras especies de Cdndida, como por

ejemplo C. glabrata, C. guilliermondii, C. garapsilosis, C. krusei, C. inconspicva, C.

dubliniensis y C. tropicalis (Mergoni et al., 2018).
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La Cdndida también se ha localizado en las dos infecciones mds prevalentes de la
cavidad oral, que son caries y la enfermedad periodontal, pero no se ha clasificado como

cariogénico primario o patégeno periodontal (Mergoni et al., 2018).

También se ha reportado recientemente que los polienos son moléculas macrociclicas
orgénicas que desestabilizan la funcién de la membrana celular.

La Nistatina, Natamicina y Anfotericina B, son los tnicos 3 polienos de uso clinico. De
ellos, la Nistatina y Natamicina son activas contra Cryptococcus, Cdndida, Aspergillus y

Fusarium (Campoy and Adrio, 2016).

La transicion de C. albicans, desde un comensal inofensivo a un organismo patogénico,
aparentemente es dependiente de cambios minimos en las condiciones predisponentes,
las cuales pueden causar una variedad de factores de virulencia. Estos factores incluyen
adherencia el cual permite una colonizacion del tejido duro dental, hifa y tigmotropismo
los cuales permiten la penetracién del microorganismo a los tibulos dentinarios,
secrecion de proteasa la cual ayuda a la supervivencia del microorganismo en ambientes
con nutrientes limitados y las alteraciones fenotipicas que ayudan a la adaptacién en

condiciones ecoldgicas dificiles (Waltimo et al., 2003).

Debido a que tenemos dentro del conducto tanto bacterias como hongos, es crucial
explorar las diluciones 6ptimas de medicamentos antibidticos que tienen un efecto
antibacteriano contra la biopelicula bacteriana establecida sin comprometer la

supervivencia de las células madre de la pulpa dental humana (Sabrah et al., 2015).

Uno de los pasos importantes al realizar el tratamiento de endodoncia es la irrigacion del
conducto radicular, ya que disuelve tejidos de pulpa vitales o necréticos, interrumpe
biofilms endododnticos, neutraliza endotoxinas y elimina la capa de barrillo dentinario

(Neelakantan et al., 2017).
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El NaOCl es el irrigante mas utilizado en el tratamiento de conducto, en concentraciones
que van del .5% al 6%. Ya que este es un potente antimicrobiano, que al entrar en

contacto con la mayoria de las bacterias, las elimina (Haapasalo et al., 2014).

Se ha encontrado que el NaOCl engloba diversas propiedades deseables como principal
irrigante de los conductos radiculares y ha sido ampliamente descrito como el irrigante
ideal de los actualmente disponibles. En el campo endoddntico, posee amplio espectro
antimicrobiano contra microorganismos endoddnticos y biofilms, incluyendo microbiota
dificil de erradicar de los conductos radiculares, como Enterococcus, Actinomyces y

Candida (Cohen and Hargreaves, 2011).

Se comprob6é que el efecto de los quelantes en negociar conductos calcificados,
estrechos o tortuosos para establecer patenticidad depende tanto de la anchura del
conducto como la cantidad de sustancia activa disponible, desde que el proceso de
desmineralizacion continda hasta que los quelantes han formado un complejo con el
calcio. Los resultados de la unidon del calcio en la liberaciéon de protones conllevan al
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) a perder su eficacia en un ambiente &cido

(Cohen and Hargreaves, 2011).

Dentro de los irrigantes, otro muy importante es el EDTA que es un agente quelante
recomendado como adyuvante en la terapia del conducto radicular. Muchos autores han
demostrado su eficacia para eliminar la porcién inorgdnica de la capa de frotis

(Haapasalo et al., 2014).

Se ha estudiado, que el EDTA extrae las proteinas superficiales bacterianas al
combinarse con iones metélicos de la envolvente celular, lo que puede llevar en su caso
a la destruccién de las bacterias. Los agentes quelantes como el EDTA forman un
complejo estable con el calcio. Cuando todos los iones disponibles estan enlazados, se
alcanza el equilibrio y no se produce mayor disolucién; por tanto, el EDTA es

autolimitante (Cohen et al., 2016).
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Algunos estudios concluyeron que la aplicacién combinada de EDTA al 17% y 2.5% de
NaOCl reduce significativamente la cantidad de biopelicula intraconducto (Ozdemir et

al., 2010).

En un estudio similar, se evalud los efectos de usar EDTA y NaOCl en el crecimiento de
E. faecalis en los conductos radiculares. La aplicacién combinada de ambos resulté en
una mejor erradicacion de este microorganismo, asi como la cantidad de biopelicula en

el conducto (Ozgur et al., 2010).

El tratamiento endoddntico regenerativo es un procedimiento de tratamiento disefiado
para reemplazar el tejido de la pulpa danada con tejido viable que restablece la funcién
normal de la estructura pulpa-dentina. Después del tratamiento endoddntico
regenerativo, el desarrollo continuo de la raiz y la deposicién de tejido duro en la pared
de la dentina pueden ocurrir en circunstancias ideales. Sin embargo, es dificil predecir el

resultado del tratamiento endoddntico regenerativo (Lee, 2015).

Para optimizar la terapia de regeneracion endoddntica, las células dentro del conducto
radicular deben poder adherirse y proliferar en las superficies de la dentina y
diferenciarse en células similares a los odontoblastos. Recientes estudios in vitro
encontraron que las concentraciones clinicamente utilizadas de varios medicamentos
antibidticos como TAP y DAP tenian efectos téxicos directos sobre las células madre de
papila apical (SCAPs) y fibroblastos. Por lo tanto, se ha recomendado el uso de
concentraciones mds bajas de TAP y DAP (0.1-1 mg ml-1) para evitar los efectos

citotoxicos de estos medicamentos (Kim, 2015).

El medicamento intraconducto mas utilizado en el tratamiento endododntico de
regeneracion es la mezcla de ciprofloxacino, metronidazol, y minociclina, que también
se llama TAP. Esta combinacion ha demostrado ser altamente eficaz contra las bacterias
comunmente encontradas en sistemas de conductos radiculares infectados tanto en

estudios in vitro como in vivo (Nikita, 2012).
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Hay criterios divergentes acerca del tiempo en que debe permanecer la TAP en el
conducto, las opiniones oscilan entre 7 y 35 dias, algunos afirman que esa pasta logra
estabilizar el conducto infectado en 24 horas; sin embargo, entre los inconvenientes de
esta técnica, figura la produccion de pigmentaciones en el tejido dentario, atribuidas a la
minociclina.

Por tal razén se ha sugerido eliminarla, o sustituirla por una Cefalosporina, como el
Cefaclor, o en su defecto, colocar un sellador dentinario, antes de aplicarla (Santiago

Dager et al., 2014).

Uno de los problemas de estos medicamentos es que el medicamento debe eliminarse
por completo del sistema de conductos antes de la obturacién. Los investigadores han
demostrado que los restos de medicamentos impiden la penetracion de selladores o
cementos en las paredes de la dentina del conducto radicular, ya que actian como una

barrera fisica a lo largo del interfaz sellador / dentina (Guiotti et al., 2014).

Ademas, las concentraciones clinicas de DAP y TAP pueden conducir a una reaccion
inflamatoria moderada en los tejidos subcutdneos y son citotéxicas para las células
madre de la pulpa dental humana. Por lo tanto, la eliminacién completa de
medicamentos del conducto radicular es un paso importante en el tratamiento

endodoéntico exitoso. (Kamocki et al., 2015).

El fluconazol, es un triazol de primera generacion, que exhibe una actividad antifingica

de amplio espectro y es un medicamento de uso seguro (Campoy and Adrio, 2016).

El spongostan es una esponja a base de gelatina degradable frecuentemente utilizada
para hemostasia en cirugia. Puede ser usada sola o en combinacién con vasoconstrictor,

para mejorar el efecto hemostético (Jensen et al., 2010).

La reaccién en los tejidos debido al spongostan generalmente son leves, pero se ha
reportado que al dejarlo dentro de defectos 6seos, ha habido una cicatrizacién tardia

(Jensen et al., 2010).
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También se ha concluido en un estudio de andlisis de casos clinicos de regeneracion, que
el uso de un biomaterial de tercera generacion para la obturaciéon endoddntica, con una
técnica minimamente invasiva, permite la reparacién ad integrum de los tejidos que

conforman el sistema de insercion dental (Fernandez et al., 2012).
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6. METODOS

Preparacion de soluciones doble antibidticas con fluconazol

Se realiz6 la preparacion de la solucion doble antibiética modificada con fluconazol en
tres concentraciones diferentes; ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol 2mg/ml +
fluconazol .4mg/ml (2%); ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol 2mg/ml + fluconazol
.2 mg/ml+H20 (1%); ciprofloxacino .8 mg/ml + metronidazol 2mg/ml + .1 mg/ml +
H20 (.5%). Como grupo control se preparé una pasta doble antibidtica compuesta por

ciprofloxacino de 500 mg (50%) + metronidazol 500mg (50%)+ propilenglicol.

Cultivo de Candida albicans y difusion de Agar

La solucién doble antibidtica modificada con fluconazol sobre el crecimiento de C.
albicans (ATCC 90029) fue evaluada por la prueba de difusién de agar de Kirby y
Bauer. Partiendo de un precultivo de 18 horas de crecimiento, C. albicans fue sembrada
en Agar Dextrosa Sabouraud (SDB, BD DIFCO, Sparks MD, USA) ajustando el in6culo
previamente (tubo 0.5 de la escala de McFarland). Posteriormente, se perforo el agar con
anillo de poliestireno de 5 mm de didmetro previamente esterilizados. La solucién doble
antibidtica con agregado fungicida se evalu6 a diferentes concentraciones:
ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol 2mg/ml + fluconazol .4mg/ml (2%);
ciprofloxacino .8mg/ml + metronidazol 2mg/ml + fluconazol .2 mg/ml+H20 (1%);
ciprofloxacino .8 mg/ml + metronidazol 2mg/ml + .1 mg/ml + H20 (.5%). Después se
incubd a 37°C por 24 horas. El didmetro del halo fue medido con Vernier. Los ensayos

antimicoticos se realizaron por triplicado para evaluar la veracidad de los resultados.
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Fig. 1. Pre-cultivo 18 horas previas de C. Fig. 2. Siembra de C. albicans en Agar Dextrosa
albicans Sabouraud.

Preparacion de esponjas de colageno embebidas con la solucién doble antibidtica y
fluconazol.

Para la colocacion de los medicamentos se utiliz6 una esponja de coldgeno absorbible
estéril de lem x lem x 1 cm (Spongostan™) a la cual se le afiadieron 200 ul de la
mezcla de las soluciones previamente preparadas. Para su completa absorcion, se usaron
pozos de cultivo a los cuales se les agregd la solucién y posteriormente la esponja hasta
que estuviera completamente saturada. Para el grupo control también se usé una esponja

embebida en la pasta doble antibidtica mezclada con propilenglicol (DAP).

Se colocaron las esponjas de coldgeno en los pozos de Agar con las diferentes
concentraciones de solucion antibidtica con Fluconazol, para posteriormente ponerlas en
incubacién durante 24 horas a 37°C. De igual manera se colocé una esponja de coldgeno

con H>O en un pozo y otro con DAP tradicional, para evaluarlas como controles.
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FIG. 3 Aplicacién de esponjas de coldgeno a
diferentes concentraciones en pozos de Agar

Analisis estadistico

El modelo estadistico analitico consistié en la aplicacién de un andlisis comparativo
mediante una prueba t de diferencia de medias para muestras independientes en caso de
que la variable muestre evidencia de normalidad, dicha prueba serd determinada

considerando un 95% de confiabilidad.

El modelo fue aplicado para comparar las diferencias entre los promedio por grupo de

estudio.

La estadistica de prueba t de diferencia de medias que serd empleada para analizar los

resultados es el siguiente:
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En caso de que la variable muestre evidencia de libre distribucién serd aplicada una
prueba de U de Mann Whitney para dichas muestras, la prueba serd determinada

considerando también un 95% de confiabilidad.

La prueba corresponde a una U de Mann-Whitney, es correspondiente al realizar una

comparacién de medias tratindose de variables no paramétricas.
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7. RESULTADOS

Se logré cargar una esponja de coldgeno con una solucién doble antibidtica modificada
con fluconazol, para evaluar el efecto antiftingico de estas. No hubo precipitados en la

solucién y se logré una mezcla homogénea de las soluciones.

Posteriormente se evaluaron las Cajas de Petri a las 24 horas y se observé un halo de
inhibicién semejante en los tres pozos donde estaba la esponja de coldgeno con la
solucion.

En los pozos de control, no hubo halo de inhibicién, se observé crecimiento bacteriano

donde no habia medicacion.

2% .5%

1%
DAP

Fig. 4 Evaluacion a las 24 horas de incubacion

En la evaluacion a las 48 horas de incubacion se demostré que el efecto antifungico de la
solucién es similar que a las 24 horas, no hubo crecimiento del halo, pero seguia siendo

efectiva, ya que no habia crecimiento bacteriano.
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2%

1%

Fig. 5 Evaluacién a las 48 horas de incubacién

En este estudio se evalu6 el halo de inhibicién de esponjas de coldgeno con una solucién

doble antibidtica con Fluconazol sobre C. dlbicans, utilizando un vernier.

Grupo Media D;Tg?;frn Varianza Valor p
2% 19.67 1.53 2.33 < 0.0001
1% 19.33 0.58 0.33 <0.0001

0.5% 19.67 0.58 0.33 < 0.0001
DAP 5.33 0.58 0.33

Tabla 1. Estadistica descriptiva del halo de inhibicién por grupo de estudio

El grupo evaluado al 2% mostr6 una media de 19.67+1.53 mm de halo de
inhibicién bacteriana, asi mismo el grupo al 1% mostr6 una media de
19.33+0.58 mm, mientras que el grupo al 0.5% refiere una media de 19.67+0.58

mm de halo de inhibicidn.
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Mediante una prueba t student de diferencia de medias es posible concluir que
existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales

con el DAP (p<0.05).

En la tabla 1, se observd que la solucién antibiética con Fluconazol presenté un
halo de inhibicién similar en sus tres concentraciones (2%, 1% y 0.5%)
presentando un buen efecto antifiingico desde una concentracién minima. La
DAP no tuvo un halo de inhibicién significativo debido a que no presenta efecto

antifingico (p<0.05).

Grafico 1. Media del halo de inhibicion por grupo de estudio
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Grafica 1. Media del halo de inhibicién por grupo de estudio.

En esta grafica se observé que hay una diferencia estadisticamente significativa entre la
DAP y la solucion antibidtica con Fluconazol en sus tres concentraciones.
También se puede observar que dentro de las tres concentraciones utilizadas, no hay

diferencia estadisticamente significativa en cuanto a su efecto antiftingico.
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8. DISCUSION

Los hongos estdn presentes en la microbiota sana de la cavidad oral, y estos contribuyen
a la periodontitis apical persistente. C. dlbicans es el hongo que se ha encontrado mds
frecuentemente en infecciones endoddnticas. Estos hongos tienen la capacidad de
producir Biofilm debido a su alta afinidad a la dentina y su fécil adhesion a diferentes
tipos de superficies. (Zancan et al., 2018).

Es por eso que en este estudio se decidi6 utilizar C. albicans para buscar alternativas de

tratamientos en la erradicacion de este hongo.

Cen et al., en el 2015, utilizaron Ketoconozol en su estudio contra C. albicans debido a
que es un antifungico muy efectivo para este tipo de infecciones, sin embargo, en sus
resultados no fue tan efectivo. A diferencia de ese estudio, en el presente, se utiliz6

Fluconazol a 0.5%, 1% y 2% para probar su eficacia.

Como otro dato importante, en nuestro estudio, se decidid utilizar Fluconazol liquido
para facilitar su aplicacién en las esponjas de coldgeno y a su vez, en los pozos de
cultivo. Esto difiere del método utilizado por Ndiaye et al., en el 2016, ya que en ese

estudio se utilizo Clorhexidina en gel.

El metronidazol ha demostrado tener efecto antimicrobiano contra C. albicans, pero al
mezclarlo con ciprofloxacino, éste pierde su accion antifingico (Zancan et al., 2018).
Debido a esto, en el presente, se optd por combinar el Fluconazol con esta mezcla

antibiotica para erradicar la C. albicans.

Gokturk et al, en el 2016, demostraron que al utilizar diferentes técnicas de activacion

de irrigante, no elimin6 por completo la pasta doble antibiética del conducto.

Basados en este estudio, a diferencia de ellos se prefiri6 utilizar medicamentos en
solucién, que al combinarlo con las esponjas de coldgeno nos facilité la colocacion y

remocion de estos medicamentos intraconducto.
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El Fluconazol, aparte de tener actividad en contra de C. albicans, esta reportado que de
igual manera, es eficaz para el tratamiento de otro tipo de hongos, por ejemplo
Cryptococcus Neoformans, Histoplasma, Blastomyces y Coccidioides. (Campoy and

Adrio, 2017).

Es por eso que en nuestro estudio, se decidi6 utilizar Fluconazol por su amplio espectro
antifingico.
Si en un futuro se logran aislar otro tipo de hongos del conducto radicular, se podria

utilizar Fluconazol ya que es una excelente opcion de tratamiento.

El spongostan se utiliza en sitios quirdrgicos donde se puede dejar in situ, también se ha
reportado que es un material absorbente, ya que se utiliza como hemostatico en cirugias,

donde colocan vasoconstrictor en la esponja de coldgeno. (Jensen et al., 2010)
En esta investigacion se decidi6 utilizar spongostan debido a sus amplias aplicaciones en

la odontologia, y por sus buenos resultados clinicos. Resulté tener una fécil

manipulacién y excelente absorcion.
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9. CONCLUSIONES

Es posible cargar una esponja de coldgeno estable utilizando una solucién doble

antibidtica modificada con fluconazol.

La solucién doble antibidtica modificada con fluconazol cargada en una esponja
de coldgeno tiene un efecto inhibitorio a diferentes concentraciones sobre el

crecimiento de C. albicans in vitro.

Los tratamiento de fluconazol en un rango de concentraciones de (.5%, 1% y

2%) tiene un efecto antiftingico concentracion-dependiente.
Por lo anterior, la esponja de coldgeno cargada con la solucién doble antibidtica

modificada con fluconazol podria ser una alternativa efectiva para erradicar C.

albicans durante procedimientos regenerativos en endodoncia.
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