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RESUMEN

El objetivo del tratamiento endododntico es la prevencion o tratamiento de la periodontitis
apical a través de la eliminacion de la infeccion microbiana del sistema de conductos
radiculares. Sin embargo, la instrumentacion y el uso de irrigantes podrian ser insuficientes
para remover por completo el biofilm intraconducto. En este trabajo se tiene por objetivo
evaluar la actividad antimicrobiana de un hidrogel cargado con dodecil sulfato de sodio
(SDS) asi como también determinar la capacidad y eficacia para remover el biofilm de
Enterococcus faecalis in vitro. La actividad antimicrobiana del SDS se analizara por medio
de ensayos de viabilidad celular MTT empleando E. faecalis y a un cultivo microbiano mixto
como modelo experimental. La actividad antibiofilm se analizard mediante microscopia
de fluorescencia. Los datos obtenidos muestran una eficacia importante del hidrogel con
SDS como agente antimicrobiano, compitiendo contra el hipoclorito de sodio (NaOCl) y el
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). Al analizar los resultados antibiofilm, el hidrogel
con SDS removi6 el biofilm de 24 horas tanto de E. faecalis como de un cultivo mixto
mostrando un alto potencial para su empleo como tratamiento coadyuvante en la desinfeccion

de conductos radiculares.



ABSTRACT

The goal of root canal treatment is the prevention and treatment of apical periodontitis
through the elimination of microbial infection of the root canal system. However,
instrumentation and use of irrigants could be not enough to detach all root canal biofilm. In
this work, the aim was to evaluate antimicrobial and antibiofilm activity of a hydrogel loaded
with sodium lauryl sulfate (SDS) on E. faecalis and polymicrobial culture in vitro. The
antimicrobial activity of the SDS was evaluated by MTT cell viability assays. Antibiofilm
activity was analyzed by FDA assays and fluorescence microscopy. Data obtained show high
efficacy of hydrogel loaded with SDS to inhibit E. faecalis growth as well polymicrobial
cultured. SDS competes in efficacy with sodium hypochlorite (NaOCI) and cetyl trimethyl
ammonium bromide (CTAB). On the other hand, hydrogel loaded with SDS shows a similar
antibiofilm activity than sodium hypochlorite after 24 hours of exposition. Altogether these
results strongly suggest that hydrogel loaded with SDS could be an innovative drug to use in

root canal disinfection to increase the possibility of success in endodontic treatment.



1. INTRODUCCION

La infeccién endodontica puede ser primaria o secundaria. En general, el desarrollo de la
infeccion primaria implica inflamacion e infeccion de la pulpa dental luego de la invasion
de microorganismos que eventualmente dan como resultado el establecimiento del biofilm
intraconducto y como respuesta del hospedero la inflamacion de los tejidos de soporte, es
decir; periodontitis apical. El tratamiento de conductos consiste en la remocion por completo
del tejido pulpar que se encuentra dentro de las raices asi como la desinfeccion total del
conducto, lo que se considera el paso mas importante para lograr un tratamiento exitoso.
La instrumentacion y el uso de irrigantes como el hipoclorito de sodio, clorhexidina, acido
etilendiaminotetracético (EDTA) e hidroxido de calcio podrian ser insuficientes para
remover por completo el biofilm intraconducto. En este trabajo se tiene por objetivo estudiar
la actividad de un hidrogel cargado con dodecil sulfato de sodio (SDS) para evaluar su
capacidad antimicrobiana, asi como también la eficacia para remover el biofilm de E. faecalis.
La actividad antimicrobiana del SDS se analizara por medio de ensayos de viabilidad celular
MTT empleando a E. faecalis como modelo experimental. La actividad antibiofilm se
analizard mediante microscopia de fluorescencia.

Los datos obtenidos muestran una eficacia importante del SDS como agente antimicrobiano,
compitiendo contra el hipoclorito de sodio y CTAB. Al analizar los resultados antibiofilm, el
SDS removi6 el biofilm de 24 horas tanto de E. faecalis como de un cultivo mixto, mostrando
un alto potencial para su empleo como tratamiento coadyuvante en la desinfeccion de

conductos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los porcentajes de fracaso en el tratamiento endodontico en su gran mayoria pueden
ser asociados a una incompleta desinfeccion de conductos. EI método tradicional basado
en la irrigacién con soluciones desinfectantes como el hipoclorito de sodio, clorhexidina,
EDTA, e hidroxido de calcio, solos o en combinacion, no es suficiente para la erradicacion
total del biofilm intraconducto, posiblemente debido al poco tiempo de exposicion con las
superficies de las paredes dentinarias, especialmente en la porcion apical de los conductos
radiculares estrechos. Es necesario implementar nuevas alternativas de tratamiento que
sean efectivas para inhibir el crecimiento de microorganismos patdogenos y remover su
biofilm. En este trabajo se propuso desarrollar un hidrogel suplementado con el detergente
anionico SDS, ampliamente utilizado en las técnicas bésicas de biologia molecular para
destruir pared y membrana de microorganismos genéticamente modificados. Se analizaron
las propiedades antimicrobianas y antibiofilm del hidrogel con SDS sobre E. faecalis y un

cultivo polimicrobiano mixto.



3. JUSTIFICACION

Tomando en consideracion que la irrigacion con diferentes clases de desinfectantes poseen
la desventaja del poco tiempo de exposicion y debido a la posibilidad de que se presenten
infecciones secundarias (infeccidon posterior al tratamiento) en los conductos radiculares,
es necesaria la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento intraconducto. En este
estudio se desarrolld un hidrogel biodegradable suplementado con el detergente anidnico
SDS y se evalu6 su potencial antimicrobiano y antibiofilm sobre E. faecalis y un cultivo
polimicrobiano mixto. Nuestra hipdtesis esta basada en que una exposicion tdpica directa y
prolongada de SDS inhibira el crecimiento y formacion de biofilm de E. faecalis y cultivo
mixto heterogéneo. En caso de tener éxito se contard con una alternativa de tratamiento de

bajo costo para contribuir a la limpieza y desinfeccion de los conductos radiculares.



4. HIPOTESIS

El hidrogel cargado con dodecil sulfato de sodio (SDS) sera eficaz para inhibir el

crecimiento y remover el biofilm de E. faecalis in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Estudiar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de un hidrogel cargado con dodecil
sulfato de sodio (SDS) y comprobar si sera eficaz para remover el biofilm de E. faecalis in

vitro.

5.2 Objetivos Especificos

o Desarrollar un hidrogel biodegradable suplementado con dodecil sulfato de sodio (SDS).

o Determinar la actividad antimicrobiana del hidrogel suplementado con SDS mediante
ensayos de viabilidad celular MTT.

o Analizar la actividad antibiofilm del hidrogel sobre biofilm de E. faecalis por ensayos

FDA y microscopia de fluorescencia.
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6. ANTECEDENTES

Etiologia de las Infecciones Radiculares

Las bacterias y sus productos juegan un papel importante en el inicio y propagacion
de las enfermedades pulpares y periapicales. Generalmente es aceptado que la presencia
de bacterias en la pulpa dental se debe a diversos factores, entre los méas comunes se
consideran: presencia de caries, filtraciones coronarias debido a fisuras y/o restauraciones
defectuosas, traumatismos dentales, afecciones periodontales, etc.! La infeccion de la pulpa
dentaria moviliza los microorganismos en sentido apical invadiendo y colonizando los
tejidos periapicales.>>»* La relacion entre la presencia de bacterias en pulpa y enfermedad
periapical fue ampliamente demostrada por Kakehashi et a/.> En dicho estudio, pulpas de
rata (convencionales) fueron expuestas al medio ambiente oral con la consecuente necrosis
pulpar seguido por inflamacion periapical y formacion de lesiones. Sin embargo; cuando el
mismo procedimiento se realiza sobre ratas libres de gérmenes, las pulpas permanecieron
vitales y relativamente no inflamadas ademés que la exposicion pulpar fue reparada por
dentina. Este estudio nos demuestra que sin la presencia de bacterias y sus productos, las
lesiones periapicales de origen endodontico no se originan. En humanos se ha demostrado
que la periodontitis apical y la resorcion osea se desarrollan solo cuando el conducto radicular

esta infectado.®

Diversos autores han detectado la presencia de hongos y mas recientemente virus en
asociacion con infecciones endodonticas,”®*!° sin embargo se considera que las bacterias
constituyen los principales microorganismos implicados en la patogenia de la enfermedad

pulpar.

La infeccion endodontica puede ser primaria o secundaria. En general, el desarrollo de la
infeccion primaria implica inflamacion e infeccion de la pulpa dental luego de la invasion
de microbios y/o subproductos que eventualmente dan como resultado la inflamacion de
los tejidos de soporte, es decir, periodontitis apical. La infeccion secundaria (o infeccion

posterior al tratamiento) ocurre como reinfeccion (adquirida o emergente), infeccion
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remanente (persistente) o infeccion recurrente (desarrollada en los dientes después de un

proceso de curacion aparente) en dientes que han sido previamente tratados.'!

Las infecciones endodonticas primarias son polimicrobianas'?, predominando Bacteroides,
Porfyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Treponema, Peptoestreptococos, Eubacterium y

especies de Camphylobacter.

Por el contrario la flora microbiana presente en las infecciones secundarias, por lo general,
son capaces de sobrevivir a condiciones adversas tales como medio ambientes con un pH
alcalino y condiciones donde los nutrientes son limitados. Hay un claro contraste en los
fenotipos microbianos en infecciones primarias en comparacion con infecciones secundarias,
predominando en esta ultima las bacterias gram-positivas.”> Ha sido demostrada la
presencia de ciertas especies bacterianas en dientes con infeccion posterior al tratamiento,
como son: Enterococos, Streptococos, Lactobacilos, Actinomyces y Hongos (Candida
Albicans). En particular la presencia de E. faecalis merece especial atencion debido a su alta
prevalencia en los casos de dientes que cursan con periodontitis apical persistente.'* Este
es un microorganismo anaerobio facultativo grampositivo que puede tolerar condiciones
ambientales adversas, incluido un pH alcalino alto, asi como poder tolerar largos periodos de
inanicion. Debido a su capacidad para penetrar en tibulos dentinarios asi como la de formar
biopeliculas es muy dificil de erradicar por medio del proceso quimico-mecanico durante el

tratamiento de conductos.'®

Conforme el proceso infeccioso avanza los microorganismos se organizan en biofilms
agregados, coagregados y también como células que se encuentran suspendidos en el fluido
del canal conocido como células planctonicas.'®'”'%!%20 a teoria del biofilm fue introducida
en 1978 como un nuevo paradigma en microbiologia por Costerton et al.,! sin embargo;
es Nair en 1987 quién reporta por primera vez en las paredes de conductos radiculares
microcolonias bacterianas conformadas por cocos, bacilos, filamentos y espiroquetas; lo que
se considera la introduccion del concepto de biofilm en endodoncia. Este se puede definir
como una estructura asociativa de una o varias estirpes bacterianas, embebidas en una matriz
extracelular de polisacaridos autoproducida y que se encuentra adherida a una superficie o

sustrato. Dicha asociacion puede ser entre bacterias de la misma o de distinta especie. La
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primera de ellas se denomina autoagregacion y la segunda coagregacion. La coagregacion
esta considerada una forma de biofilm mas compleja y dificil de eliminar, ya que bacterias de
distinta especie pueden compartir distintos mecanismos de defensa en pos del mantenimiento

de la comunidad asociada en biofilm.?%23

El proceso de la formacion del biofilm puede dividirse en cuatro etapas:

*  Adhesioén: Inicialmente los patdégenos en estado planctdnico se unen a las proteinas de
la matriz extracelular presentes en la superficie a colonizar, ademas emplean estructuras
como fimbrias, adhesinas, pilis y flagelos para una adhesion mecanica. La union de las
células microbianas a una superficie se denomina adhesion, mientras que la union entre

células microbianas recibe el nombre de cohesion.?

* Acumulacion: La segunda etapa consiste en la proliferacion de las bacterias unidas a la
superficie, a partir de este crecimiento bacteriano se producird una matriz. La formacion
de esta es un proceso dinamico y complejo que depende de la disponibilidad de nutrientes,
la sintesis y la secrecion de material extracelular, la competencia entre las microcolonias,

la secrecion de proteinas y la propia interaccion entre los componentes de la matriz.?, %/

*  Maduracion: En el proceso de maduracion influyen factores como secrecion de toxinas,
adhesion célula a célula, factores ambientales, sefializacion molecular (quorum sensing),

regulacion metabolica, respuestas al estrés, resistencia y virulencia.?®

*  Separacion: La etapa de separacion del biofilm se puede presentar como respuesta a
alteraciones en la disponibilidad de nutrientes, fluctuaciones en los niveles de oxigeno y
el incremento de productos toxicos. Las bacterias que se han separado tienen la capacidad
de reiniciar el proceso de formacion del biofilm en un ambiente que presente las condiciones

adecuadas.?®

Se han descrito muy variadas formas de biofilm, desde pequefias formaciones hasta
cadenas de biofilm,* pero la formacién mas caracteristica encontrada es la de biofilm en

forma de champifion (mushroom-shape).* Estas colonias se observan al microscopio como
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estructuras unitarias, las cuales se encuentran separadas de otras por canales de agua, todo
dentro de la matriz de polisacaridos. Se piensa que estos canales permiten la distribucion
de los nutrientes asi como la eliminacion de los residuos de las colonias. Las principales
caracteristicasdelbiofilmson: heterogeneidad estructural, variabilidad genética, comunicacion
intercelular (quorum sensing) y una menor susceptibilidad a agentes antimicrobianos. Estos
microorganismos son mas resistentes para poder ser eliminados debido a las caracteristicas
fisico-quimicas y biologicas del biofilm, lo que hace dificil su erradicacion ya que los
microorganismos no pueden ser atacados por agentes antibacterianos, bacteridfagos o el
sistema inmune.*>*. De hecho, algunos estudios mencionan que los microorganismos que
conforman el biofilm pueden ser aproximadamente 1000 veces mas resistentes hacia agentes

antimicrobianos y mecanismos de defensa del huésped que sus contrapartes planctonicas.?***

La remocion del biofilm bacteriano que se adhiere a las superficies de los conductos
radiculares, puede ser facilitada mediante la limpieza y conformacion del sistema de
conductos radiculares, sin embargo es imposible limpiar y conformar estos en su totalidad
por la complejidad anatomica que presentan.* Alin con el uso actual de la instrumentacion
rotatoria, los instrumentos actuan solo a nivel central del conducto radicular dejando aletas

e istmos sin tocar después de la completa preparacion de los mismos.?¢

Peters et al.,*”” comprobaron que la instrumentacion mecanica deja aproximadamente del
35% al 40% de las paredes del conducto radicular sin tocar y estas areas pueden albergar
bacterias organizadas en biofilms asi como sus productos de desecho, los cuales pueden
impedir una buena adaptacion de los materiales de obturacién y provocar posteriormente
inflamacion en tejidos perirradiculares por tal razon aparte de la instrumentacion es necesario
la combinacion con soluciones irrigadoras, por lo tanto la terapia endodontica debe ser un

conjunto de maniobras quimico-mecanicas.

Irrigantes

Diversos estudios han demostrado que el uso de agentes quimicos acompafiando la terapia
mecanica da como resultado tratamientos exitosos y con muy buen pronostico.* Sin embargo, no
hay un irrigante que por si solo pueda eliminar la parte organica e inorganica resultante de la

instrumentacion de los conductos radiculares,® y es dificil que estos mantengan contacto directo
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con la superficie de las paredes dentinarias, especialmente en la porcion apical de los conductos

radiculares estrechos.*

Actualmente queda claro que ninguna de las sustancias que se emplean como irrigantes,
al ser utilizadas individualmente son capaces de cumplir con las expectativas esperadas al
realizar un tratamiento endodontico, por esto es recomendado el uso de al menos dos de ellas
para lograr la desinfeccion y eliminacion de material orgénico e inorgénico del conducto

radicular. #1443

Hipoclorito de sodio

Se han propuesto diferentes agentes quimicos auxiliares para la preparacion del conducto
radicular y el mas comunmente usado en endodoncia es el hipoclorito de sodio (NaOCl),*
por ser un agente antimicrobiano potente, capaz de producir la lisis o0 muerte bacteriana,
asi mismo se considera el desinfectante mas potente en el tratamiento de los conductos
radiculares debido a su excelente capacidad para disolver tejidos vitales y necroticos.*,*,*

En la terapia endodontica, el NaOCI se usa en concentraciones que varian de 0.5 a 6%,
todas estas concentraciones muestran actividad antibacteriana.”® Los estudios demuestran
que la actividad antimicrobiana no depende de la concentracidon, caso contrario en lo que
se refiere a la capacidad de disolucion del tejido y en la interrupcion del proceso en la
biopelicula.*> * En lo que se refiere a la capacidad de disolucion de tejido necroético, Harrison
y Hand *' demostraron que la dilucion del hipoclorito de sodio disminuye significativamente
la propiedad para disolver dicho tejido. La concentracion al 2.5% fue tan solo un tercio de
efectiva en comparacion con concentraciones del 5.25%. El hipoclorito de sodio a pesar
de tener excelentes propiedades, presenta ciertas desventajas entre ellas, ser citotoxico,
altamente irritante si se extruye a los tejidos periapicales, no tener capacidad de penetrar
y limpiar porciones estrechas de los conductos radiculares y principalmente ser ineficiente
en la remocion de lodillo dentinario. Estas han sido unas de las principales razones por

las cuales a través del tiempo se ha buscado otro tipo de irrigantes que contrarresten esos

inconvenientes.

Clorhexidina

La clorhexidina es un agente antibacterial de amplio espectro que actua en contra de
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bacterias gram positivas y negativas. Su uso como irrigante en endodoncia se basa en la
sustantividad y en su efecto antimicrobiano de larga duracion que deriva de su adhesion a la
hidroxiapatita.®® Se recomienda una concentracion de 2% cuédndo se utiliza como irrigante
intraconducto. Comparada con el hipoclorito de sodio su grado de toxicidad es mas bajo, sin
embargo; una de sus principales desventajas es que no posee capacidad de disolucion de los

tejidos.>

Alexidina

Otro irrigante introducido recientemente es la alexidina, la cual tiene una rapida accion
antibacteriana. En comparacion con la clorhexidina la alexidina tiene una afinidad mas alta
por los principales factores de virulencia bacteriana, como son los lipopolisacéridos y los
acidos lipoteicoicos, lo que resulta en un aumento de la permeabilidad de la membrana
bacteriana.>* Otra ventaja importante de la alexidina sobre la clorhexidina es que su
combinacion con hipoclorito de sodio no produce formacion de paracloroanilina, el cual es

un precipitado altamente toxico.’>*

Nanoparticulas

En los ultimos afios, el uso de nanoparticulas para desinfectar conductos radiculares
ha ganado popularidad debido a su amplio espectro de actividad antibacteriana. Diversos
estudios han demostrado que las nanoparticulas de quitosan, 6xido de zinc y plata poseen
un amplio espectro de actividad antimicrobiana como resultado de sus propiedades fisico-
quimicas que provocan la alteracion de la permeabilidad de la pared celular, lo cual resulta

en la muerte celular. 378

Agentes Quelantes

Los agentes quelantes se introdujeron a la endodoncia para ayudar en la preparacion
de conductos calcificados y angostos en 1957 por Nygaard Ostby. El 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA) se ha recomendado como coadyuvante en la terapia
endodontica debido a que ademds de ser biocompatible muestra una alta eficiencia en la
eliminacion de la capa de lodo dentinario, lo cual ayuda a prevenir el bloqueo apical y de
esta manera mejora la difusion de las soluciones desinfectantes en el conducto radicular. Su

mecanismo de accion consiste en un efecto quelante sobre los iones de calcio de la dentina.
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Por si solo tiene poca o ninguna actividad antimicrobiana. E1 EDTA al 17% a pH 7, puede
facilitar el acceso a conductos muy estrechos y descalcificar hasta una profundidad de 50

um 59

Otros agentes desmineralizantes empleados en endodoncia han sido: el 4cido maleico, el

acido paracético y el acido citrico.

Enzimas Proteoliticas

La tripsina al igual que la proteinasa K son enzimas proteoliticas las cuales han sido
usadas para degradar la matriz extracelular. La tripsina al utilizarla con activacion ultrasonica
fué capaz de matar eficazmente a las bacterias aerdbicas y anaerdbicas ademas de tener

capacidad para alterar biofilm.®

Medicacion Intraconducto: Hidroxido de Calcio

El hidréxido de calcio es una de las sustancias mas ampliamente utilizadas en endodoncia,
dentro de sus multiples indicaciones se ha propuesto como medicacion intraconducto
y solucioén irrigadora. Su actividad antibacteriana se debe a su elevado pH (12.8) y a la
liberacion de iones hidroxilo. Sin embargo se ha demostrado que el hidréxido de calcio ha

sido ineficaz contra biofilms de E. faecalis incluso después de 24 horas de tratamiento.®"-%
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7. MATERIAL Y METODOS

Activacion y Crecimiento de Microorganismos

Los microorganismos empleados en este estudio fueron adquiridos en la American
Type Culture Collection (ATCC). La activacion y crecimiento de Streptococcus sobrinus,
Streptococcus gordonii, E. faecalis y Candida albicans (ATCC; 33478, 10558, BAA-308,
33592, 11420 y 90029) se realizd6 en medio tripticaseina de soya (TSB) (BD DifcoTM,
Sparks MD, USA) a 37°C en condiciones aerobicas. Los microorganismos fueron contados
empleando una cdmara de Neubawer para el desarrollo de los ensayos antimicrobianos y

antibiofilm.

Sintesis del Hidrogel cargado con SDS

Para obtener el hidrogel cargado con SDS, 50 ml de agua destilada estéril fue calentada
a 70°C y lentamente se adicionaron 0.5g de carbopol (Sigma Aldrich, MO, USA) y fueron
mezclados mediante agitacion magnética y el SDS para obtener una concentracion final del
1% y se continué mezclando por agitacion magnética. A continuacion se agregaron 500 pl
de trietanolamina (TEA; Sigma Aldrich, MO, USA) y empleando mas agua estéril se aford
a 100 de volumen final de la solucioén. Bajo estas condiciones experimentales el hidrogel se

almaceno a 4°C durante 2 meses para evaluar su estabilidad.

Actividad Antimicrobiana del Hidrogel cargado con SDS

El efecto bactericida del hidrogel-SDS sobre el crecimiento de E. faecalis y/o cultivo
polimicrobiano mixto fue determinada utilizando el ensayo de viabilidad celular MTT
[3-(4,5-dimetiltiaziol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromuro]| (Biotium, Hayward, CA)
(Mosmann 1983; Liu ef al. 1997). 1X104 células fueron inoculadas en 100 pl de medio
TSB en placas de poliestireno de 96 pozos. Como control de crecimiento se emplearon
microorganismos cultivados en medio TSB sin ningun inhibidor. CTAB 1% e hipoclorito de
sodio 2.5% fueron utilizados como inhibidores positivos. La placa de 96 pozos fue incubada
a 37 °C durante 18 horas. 10 ul de MTT fueron afiadidos a cada pozo, la placa se protegiod
contra la luz y se incubo a 37 °C, por 2 horas, 200 ul de Dimetilsulfoxido (DMSO) fue
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afiadido para disolver el MTT reducido. El nimero de células vivas fue determinado por un
lector de absorbancia de microplaca (Biorad, Philadelphia, PA) a 595nm. El experimento

fue repetido tres veces y la densidad dptica medida fue analizada por estadistica descriptiva.

Actividad Antibiofilm del Hidrogel cargado con SDS sobre el Biofilm de E. faecalis
Para evaluar la capacidad del hidrogel-SDS para remover el biofilm formado por E.
faecalis y/o cultivo polimicrobiano se analiz6 empleando el ensayo con diacetato de
fluoresceina (FDA, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,MO). FDA fue disuelta en DMSO (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis,MO) y mantenida a -20°C en una solucion stock (10 mg/mL). Para
evaluar la capacidad del hidrogel cargado con 1% de SDS para remover el biofilm formado
por E. faecalis solo o cultivo mixto siguiendo el protocolo anteriormente descrito con una
ligera modificacion. Se siguid la siguiente estrategia: se hizo crecer el biofilm de E. faecalis
o multiespecie en placas de poliestireno de 96 pozos durante 24 horas y luego se agrego el
hidrogel-SDS, CTAB, o hipoclorito de sodio como controles positivos. Se dejo actuar por 24
horas y FDA fue diluida a 10 pg/ml 200 pl fueron afiadidos a cada pozo. Se incubd la placa a
37°C durante 30 min en oscuridad. Posteriormente se analiz6 el biofilm remanente mediante
una lectora de placas de 96 pozos GloMax® Multi + Microplate Multimode (Promega,
Madison, WI) a 495 nm y los datos obtenidos fueron analizados para obtener el porcentaje

de viabilidad celular post-tratamiento.

Analisis Estadistico

Prueba D’ Agostino-Pearson K2 utilizada para evaluar la normalidad de los datos. Anali-
sis de varianza (ANOVA) y pruebas de t de Student fueron utilizadas para evaluar los efectos
de los tratamientos, y la prueba de Dunnett para las diferencias entre los tratamientos y los
grupos de control. Se consideraron todas las pruebas estadisticas, nivel de significancia de

o= 0.05.
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8. RESULTADOS

Actividad Antimicrobiana del Hidrogel-SDS

Al analizar la actividad antimicrobiana del hidrogel-SDS sobre E. faecalis se encontrd que
inhibi6 94% del crecimiento bacteriano (Figura 1). En comparacion con CTAB e hipoclorito
de sodio la efectividad antimicrobiana del hidrogel-SDS compite y superd ligeramente al

hipoclorito de sodio.

Actividad Antimicrobiana sobre E. faecalis
120

100
80

60

40

20

% Actividad antimicrobiana (570 nm)

Control de SDS 1% CTAB 1% NaOCl 2.5%
Crecimiento

Agente Antimicrobiano

Figura 1. Actividad antimicrobiana del hidrogel-SDS sobre el crecimiento de E. faecalis mediante ensayo de

viabilidad celular MTT.

Cuando el hidrogel-SDS se expuso a un cultivo polimicrobiano se encontr6 practicamente
el mismo comportamiento al observado sobre E. faecalis (Figura 2). El hidrogel-SDS inhibi6
el 82% del crecimiento de los microorganismos del cultivo mixto, CTAB 86% y el hipoclorito

de sodio un 79% (Fig.2).
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Actividad Antimicrobiana sobre Cultivo Mixto
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% Actividad antimicrobiana (570 nm)

Control de SDS 1% CTAB 1% NaOCl 2.5%
Crecimiento

Agente Antimicrobiano

Figura 2. Actividad antimicrobiana del hidrogel-SDS sobre el crecimiento de un cultivo polimicrobiano mix-

to mediante ensayo de viabilidad celular MTT.

Actividad Antibiofilm del Hidrogel-SDS sobre E. faecalis Biofilm
Al analizar la actividad antibiofilm del hidrogel-SDS se encontr6 que removio el 63% del
biofilm de E. faecalis 24 horas post-tratamiento (Figura 3). La efectividad antibiofilm del

hipoclorito de sodio y CTAB fueron ligeramente superiores con un 68 y 67% respectivamente

(Fig. 3).

Actividad Antibiofilm sobre E. faecalis

120
100
80

60

40
20 @

% Actividad antibiofilm (490 nm)

Control de SDS 1% CTAB 1% NaOCl 2.5%
Crecimiento

Agente Antibiofilm

Figura 3. Actividad antibiofilm del hidrogel-SDS sobre un biofilm de 24 horas de E. faecalis por el ensayo de

FDA y microscopia de fluorescencia.
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Actividad Antibiofilm del Hidrogel-SDS sobre un Biofilm de Cultivo Mixto

Los resultados obtenidos acerca del potencial antibiofilm del hidrogel-SDS sobre un
biofilm de cultivo mixto, fueron muy similares a los encontrados con el biofilm homogéneo
de E. faecalis (Figura 4). El hidrogel-SDS removi6 el 79% del biofilm mixto al igual que el

CTAB, y el hipoclorito de sodio removié un 76% del mismo biofilm 24 horas post-exposicion.

Actividad antibiofilm sobre cultivo mixto
120
100
80

60

40

20 ==

% Actividad antibiofilm (490 nm)

Control de SDS 1% CTAB 1% NaOCl 2.5%
Crecimiento

Agente Antibiofilm

Figura 4. Actividad antibiofilm del hidrogel-SDS sobre un biofilm polimicrobiano mixto de 24 horas median-

te el ensayo de FDA y microscopia de fluorescencia.

Microscopia de Fluorescencia de la actividad Antibiofilm del Hidrogel-SDS

Con el objetivo de obtener imagenes que describieran de forma mas visual el potencial
antibiofilm del hidrogel-SDS sobre el cultivo polimicrobiano se obtuvieron imagenes
mediante microscopia de fluorescencia y empleando FDA como dye. La Figura 5 muestra el
biofilm remanente post-exposicioén con el hidrogel-SDS mostrando la ausencia de bacterias

Un fenémeno similar se observa con los tratamientos con CTAB e hipoclorito de sodio.

Control biofilm mixto SDS 1% CTAB 1% MNaCIO 2.5%

Figura 4. Actividad antibiofilm del hidrogel-SDS sobre un biofilm polimicrobiano mixto de 24 horas

mediante el ensayo de FDA y microscopia de fluorescencia.

23



9. DISCUSION

Las enfermedades bucodentales se encuentran entre las cinco causas de mayor demanda
de atencion en los servicios de salud de nuestro pais. Las enfermedades orales de mayor
prevalencia, de acuerdo a la Organizacion Mundial de Salud (O.M.S.) son: caries dental y
enfermedad periodontal. Una consecuencia comun de una caries no atendida es la necrosis
pulpar y la potencial pérdida de los dientes. El tratamiento de endodoncia consiste en la
remocion de remanentes de tejido pulpar, microorganismos y toxinas bacterianas de los
conductos radiculares lo cual es punto esencial para lograr un tratamiento exitoso.®* La
desinfeccion durante el tratamiento endodontico se ha basado tradicionalmente en el uso
de soluciones desinfectantes como el hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones,
clorhexidina, EDTA y la colocacion de medicamentos intraconductos como el hidroxido de
calcio. Sin embargo, a pesar de su gran potencial antimicrobiano; el tiempo de exposicion con
las superficies de las paredes dentinarias puede ser demasiado corto para tener efecto sobre
un biofilm maduro de més de 7 dias de formacion. Se ha reportado la aparente eficiencia del
hipoclorito de sodio como agente antimicrobiano, sin embargo; su efecto en remocion de
biofilm intraconducto no ha sido suficientemente explorado, principalmente por la carencia
de adecuados modelos experimentales que permitan reproducir fielmente el comportamiento

de las bacterias que conforman el biofilm intraconducto.

En este estudio se encontrd que el hidrogel con 1% de SDS inhibi6 el crecimiento de E.
faecalis solo y en cultivo mixto, con similar eficacia que hipoclorito de sodio y CTAB. No
existen muchos reportes del uso de detergentes aniénicos como el SDS en la odontologia,

pero si de aminas cuaternarias como el cetilpiridino.

La efectividad antibiofilm del hidrogel-SDS fue similar a la obtenida con hipoclorito de
sodio y CTAB 24 horas posterior a la exposicion, lo cual sugiere un potencial importante
para su aplicacion una vez realizada la limpieza quimico-mecénica; pudiéndose utilizar este

hidrogel entre citas como un medicamento intraconducto.
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Creemos que, sumando al efecto de irrigacion con el hipoclorito de sodio, el hidrogel con
SDS incrementaria de forma relevante los porcentajes de éxito en la limpieza y desinfeccion
de los conductos radiculares. Es importante recalcar que el efecto antimicrobiano y antibiofilm
del SDS se presenta incluso a bajas concentraciones, ademas de tener la gran ventaja de ser
econdmico.

Asi mismo, debemos considerar que recientes investigaciones han descrito el empleo
de hidrogeles como un sistema de liberacion local de farmacos. El efecto de liberacion de
bleomicina fue evaluado sobre un hidrogel de goma guar sobre tumor de fibroblastos en
ratones con muy buenos resultados.® Hidrogeles a base de hidrocelulosa cargados con nitrato
de plata han sido reportados con actividad antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus y
Pseudomona aeruginosa. Por otro lado hidrogeles a base de carbopol suplementados con
metronidazol han sido propuestos para liberacion topica para el tratamiento de vaginosis

bacteriana.®
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10. CONCLUSIONES
En conjunto los resultados obtenidos sugieren fuertemente que un hidrogel compuesto por

el detergente SDS constituye una alternativa efectiva y econdmica para inhibir el crecimiento

y formacion de biofilm de los microorganismos presentes en los conductos radiculares.
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