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RESUMEN

Nombre: Ignacio Lépez Torres Fecha de Graduacién: Diciembre de 2015
Universidad Autonoma de Nuevo Leén

Facultad de Odontologia

Maestria en Ciencias Odontolégicas con Orientacion en Endodoncia
Paginas: 44
Titulo del Estudio: Evaluacion de efecto antimicrobiano de CatDex
e HIPOCLORITO DE SODIO SOBRE E. faecallis

El objetivo principal del tratamiento de endodoncia es eliminar tantas bacterias como
sea posible del sistema de conductos radiculares y luego crear un entorno en el cual
los microorganismos no puedan sobrevivir. EI CatDex es el nombre comercial del
Dextran Catidnico, que es una macromolécula poli catiénica del grupo de los
medicamentos amino guanidinicos que actualmente es usado como medicamento anti
tumoral presentando excelentes resultados en cuanto a la inhibicion de crecimiento de
células tumorales en tejidos celulares como renal, préstata, Se busca que esta solucién
puede reemplazar o vencer al Hipoclorito de Sodio.

El éxito del tratamiento del sistema de conductos radiculares depende de la
metodologia y calidad de instrumentacion, irrigacion, desinfeccion y obturacion
tridimensional del espacio del conducto radicular. Hasta ahora no hay ninguna duda de
que los microorganismos que quedan en el sistema de conductos después del
tratamiento o la recolonizacion de la obturacién radicular, son la principal causa del
fracaso del tratamiento endoddntico.

Se cree que la irrigacién elimina automaticamente los restos de tejido organico;
también puede emplearse para arrastrar los restos alimentarios si el conducto ha
quedado abierto



INTRODUCCION

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

conductos radiculares.

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

irrigacion y medicacion intraconducto.

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

lograr sin el uso de antimicrobianos de irrigacion y la medicacion.

Existen zonas como los istmos que incluso después de la instrumentacion albergan
restos de tejido, microbios y productos derivados que pueden obstaculizar la
adaptacién del material de obturacion y el resultado en la inflamacion persistente

perirradicular.

Aunado a la instrumentacion, la irrigacion es esencial en el proceso de limpieza y
conformacién del sistema de conductos radiculares antes de proceder con la obturacion
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 irrigacidbn es una parte esencial en el debridamiento del conducto
radicular permitiendo una mayor limpieza de lo que podria lograrse mediante la

instrumentacion.
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La solucion irrigadora tiene como objetivo primordial facilitar la preparacion

biomecanica de conductos radiculares.

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

una lesién perirradicular inflamatoria posterior al tratamiento.

Estudios indican que las infecciones endoddnticas 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 proliferacién, el crecimiento y el desarrollo
de las células tumorales y las bacterias, asi como una caracteristica entre ambas que
es la condicién electrostatica de la célula en su relacién 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
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HIPOTESIS

El NaOCIl y el CatDex tienen el mismo efecto antimicrobiano sobre Enterococcus

faecalis

OBJETIVO GENERAL

Comparar la eficacia antimicrobiana del CatDex e NaOCI en contra de la bacteria

Enterococcus faecalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la reduccién antimicrobiana del NaOCI sobre Enterococcus faecalis.

Analizar la reducciéon antimicrobiana del Catdex sobre Enterococcus faecalis.

Comparar el efecto antimicrobiano del NaOCIl y del Catdex sobre Enterococcus

faecalis.
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ANTECEDENTES

Terapia Endodéntica

El éxito del tratamiento del sistema de conductos radiculares depende de la
metodologia y calidad de instrumentacion, irrigacion, desinfeccion y obturacion
tridimensional del espacio del conducto radicular; para ello diferentes tipos de
instrumental manual, mecanizado y soluciones irrigadoras han sido empleadas con el
objetivo de obtener un espacio limpio y conformado para recibir la obturacion. (Sen et
al; 1995).

Durante el tratamiento del sistema de conductos las prolongaciones protoplasmaticas
del odontoblasto quedan retenidas dentro de los tubulos dentinarios, las cuales
posteriormente se necrosan, este tejido necrético puede ser una fuente de nutrientes
para las bacterias que se encuentran en el interior de los tubulos dentinarios las cuales
pueden vivir dentro de los mismos por tiempo indefinido si su existencia pasa
inadvertida. (Buck et al;1999).

Abou Rass et al. Y Walton refieren que los residuos de tejido pulpar, bacterias y restos
dentinarios pueden persistir en las irregularidades de las paredes del sistema de
conductos, aun después de haber realizado una cuidadosa preparacion biomecanica.
(Abou et al; 1982; Walton,1976)

El objetivo principal del tratamiento de endodoncia es eliminar tantas bacterias como
sea posible del sistema de conductos radiculares y luego crear un entorno en el cual
los microorganismos no puedan sobrevivir. Esto solo puede lograrse mediante el uso
de una combinacién de tratamiento aséptico, quimicomecanico, soluciones de irrigacién

y medicamentos intraconductos. (El Karim et al; 2007)

La irrigacion del sistema de conductos radiculares juega un papel muy importante en la

limpieza y desinfeccion del mismo, siendo una parte integral del proceso de
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preparacién del conducto. La limpieza es uno de los principales objetivos del
tratamiento del conducto radicular y esto puede lograrse mediante el uso de varios
agentes antimicrobianos en forma de irrigantes y medicamentos. (Hulssman vy
Hahn,2000)

La Asociacién Americana de Endodoncia define la irrigacién como el lavado mediante
una corriente de fluido. En endodoncia la irrigacion intraconducto facilita la remocion
fisica de materiales del interior de los conductos e introduccion de quimicos con
actividad antimicrobiana, desmineralizante, disolutiva del tejido, blanqueante,
desodorante y para el control de la hemorragia. (Glossary: American Asociation of
Endodontics,1998)

Basrani define la irrigacion en endodoncia, como la introduccion de una o mas
soluciones en la camara pulpar y en los conductos radiculares y su posterior
aspiracioén; ademas, es un complemento fundamental de la instrumentacién, por lo
tanto, debe emplearse antes, durante y después de la misma. (Basrani and Canete;
1998)

La irrigacion es el lavado y aspiracién de los restos y sustancias que pueden estar

contenidos en la camara pulpar o restos radiculares. (Lasala, 1992)

En endodoncia se entiende por irrigacion al lavado de las paredes del conducto con
una o mas soluciones antisépticas y la aspiracion de su contenido con rollos de

algoddn, conos de papel, gasas o aparatos de succion. (Maisto,1975)

La irrigacion es un complemento fundamental de la instrumentacion puesto que
residuos de tejido, bacterias y restos de dentina pueden permanecer en el conducto
aun después de haber realizado una meticulosa preparacion biomecanica. Con la
instrumentacion por si sola no se llega a ciertas variaciones en la anatomia de los
conductos tales como conducto en forma de C, S, elipticos, conductos accesorios y

laterales, los cuales no son evidentes a simple vista y en donde se alojan dichos
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residuos; por lo tanto es necesario el uso de varias soluciones irrigantes, antes, durante

y después de la instrumentacién. (Siqueira et al; 2002).

La solucion irrigadora tiene como efecto principal actuar como agente lubricante y
agente de limpieza durante la preparacién biomecanica, removiendo microorganismos,
residuos de tejido, restos organicos e inorganicos impidiendo la acumulacién de estos
en el tercio apical, garantizando la eliminacion de dentina contaminada y permeabilidad

desde el orificio coronario hasta el agujero apical. (Camoes et al; 2009)

Para prevenir la reinfeccién entre citas de los conductos tratados endodonticamente es
importante desinfectar apropiadamente el espacio pulpar y los tubulos dentinarios con

un agente de irrigaciéon endodontico o un medicamento. (Bystrom and Sundqvist; 1985)

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)

Baker et al; refieren que un gran numero de irrigantes se utilizan durante la preparacion
de los conductos radiculares; comparando estos irrigantes en términos de limpieza y
desinfeccién existen dos tendencias, en la primera el énfasis se orienta hacia las
propiedades quimicas del agente irrigante y en la otra la consideracion se basa en la
accion mecanica de la solucién irrigadora como un agente de arrastre, que es mas
importante que el tipo de irrigante, pues, la limpieza es una funcién mas de la cantidad
que del tipo de agente de irrigacion.

A su vez el autor considera que la limpieza profunda de la porcién apical del sistema de
conductos quizas sea el procedimiento mas dificil de la terapia endodontica. (Baker et
al; 1975)
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Walton y Torabinejad en 1997 describieron las propiedades que debe presentar la

solucion irrigante ideal y son:

1.- Bactericida o bacteriostatico, debe actuar contra hongos y esporas.

2.- Baja toxicidad, no debe ser agresivo para los tejidos perriradiculares y poco

potencial de causar una reaccion de anafilaxia.

3.- Solvente de tejidos o residuos organicos e inorganicos. En las regiones inaccesibles

a los instrumentos, el irrigante puede disolver o romper remanentes de tejido duro

blando para permitir su eliminacion.

4.- Baja tension superficial. Esta propiedad fomenta el flujo a las areas inaccesibles.

5.- Eliminar la capa de desecho dentinario.

6.- Lubricante, la lubricacion ayuda a los instrumentos se deslicen dentro del conducto.

7.- Accidn rapida y sostenida.

8.- Soluble en agua.

9.- Incoloro, inodoro.

10.- Aplicacion simple.

11.- No corrosivo.

12.- Facil almacenaje.

13.- Bajo costo.
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Antecedentes Historicos de la irrigacion en la terapia endodontica

La solucién de hipoclorito de sodio fue introducida en la medicina en 1847 por

Semmelweis, para la desinfeccion de las manos. (Ingle, 1996)

Schreier en 1893, retiro tejidos necréticos mediante la introduccion de cristales de
potasio y sodio en los conductos radiculares, produciendo segun el autor’burbujeo”.
(Ingle JI y Berveridge E.; 1979)

Al término de la Primera Guerra Mundial (1914) la solucién de Dakin fue utilizada para
tratar las heridas infectadas. Asi el uso de las soluciones a partir del cloro, comienzan a

aplicarse para el tratamiento de conductos infectados. (Dakin, 1915)

Entre los afos 1930 y 1940 se utilizaron enzimas proteoliticas por su propiedad de
disolver los tejidos, estas enzimas no obtuvieron una amplia aceptacion y se mostro
que poseian muy poca propiedad para disolver tejido necrético dentro del sistema de

conductos radiculares. (Lasala, 1992)

Antes de 1940, el agua destilada era el irrigante endodontico habitualmente utilizado,
igualmente se utilizaron acidos como el acido clorhidrico al 30% y acido sulfurico al
50% sin entender los peligros que estos agentes ocasionarian a los tejidos

perirradiculares. (Lasala, 1992)

A partir de 1940 se introdujeron otras soluciones como el agua destilada, acidos:
clorhidrico y sulfurico, peréxido de hidrogeno tanto solo como combinado con el

hipoclorito de sodio, para obtener mejor limpieza del conducto. (Lasala, 1992)

Grossman y Meiman en 1941, preconiza la irrigacion del sistema de condcutos
radiculares con peroxido de hidrogeno, el cual lo combina con hipoclorito de sodio,

aplicandolo en forma alternada, consiguiendo de esa manera una mayor limpieza,
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obtenida por efervescencia debido al oxigeno que libera el agua oxigenada. (Grossman
y Meiman, 1941)

En 1936, Walker reconoce la importancia de la solucion irrigadora, recomendado el uso
de agua clorinada, doblemente reforzada por el proceso de irrigacion, debido a sus
propiedades de disolver las proteinas y por su accion germicida, consiguiendo con ello

la eliminacion del tejido pulpar. (Walker, 1936)

En 1945, Pucci describe la irrigacion como parte de la aplicacion de meétodos
mecanicos destinados a la exploracion, ensanchamiento y preparacion de los
conductos radiculares, para recibir la obturacion definitiva, que constituye el recurso

preponderante en el tratamiento de conductos. (Pucci,1945)

Se cree que la irrigacion elimina automaticamente los restos de tejido organico;
también puede emplearse para arrastrar los restos alimentarios si el conducto ha
quedado abierto para mantener el drenaje durante el estadio agudo de un absceso
alveolar. (Seidberg y Schilder,1974)

En 1965, Ingle opino que la irrigacion debe realizarse en secuencia alternada con agua
oxigenada y su fase final se hara siempre con el hipoclorito de sodio, para prevenir la
formacion de gases en el interior de los conductos. De ahi la importancia que la ultima

solucion irrigante sea el hipoclorito de sodio. (Ingle y Taintor, 1987)

Spandberg en 1998 clasifico los materiales para la desinfeccion del espacio pulpar en:

-Materiales Proteoliticos: hipoclorito de sodio, desde una concentracion del 0.5% al
5.25%. (Solucion de Dakin, Clorox)

-Detergentes; amonio cuaternario en concentraciones desde el 0.1% hasta el 1%
(Zephiran, Basyern, Alemania), (Tergentol, Lab, Lepetit S.A); lodoforos en

concentracion de 0.05% (lodopax, Wescodine)
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-Materiales Descalcificantes: Peroxido de Carbamida, diacetato de diacemetileno bis
aminoquinaldio (Salvizol, 0.5%), acido etil diamino tetra acético (EDTA) al 17% ; acido
etil diamino tetra acético, hidroxido de sodio, bromuro de cetilamonio —Cetavlon y agua
(EDTAC).

-Lubricantes: asociaciones del acido etil diamino tetra acético con peréxido de urea y

una base hidro soluble de polietilenglicol (RC-Prep, Glyoxide).

-Otros agentes de irrigacion: acido citrico (10-50%), peroxido de hidrogeno(1-10%)y
clorhexidina al (0.12 -0.20%) (Spandberg, 1998).

Se han utilizado diferentes sustancias para la irrigacion del sistema de conductos

radiculares como son:

1. Soluciones quimicamente inactivas: Solucién salina, agua, soluciones anestésicas.

2. Soluciones quimicamente activas:

Enzimas: Estreptoquinasa, estreptodornasa, papaina enzymol y tripsina.

Acidos: a. fosfdrico al 50%, a. sulfurico al 40%, a. citrico de 6 a 50%, a. lactico al 50%,

a. clorhidrico al 30%.

Alcalis: Hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de calcio en agua (aguas de

cal), urea, hipoclorito de sodio del 0.5 al 5.25%.

Agentes quelantes: sal disodica del acido etil diamino tetra acético del 10 al 15%
(EDTA), sal disodica del acido etil diamino tetra acético con peréxido de urea (RC-
prep), sal disodica del acido etil diamino tetra acético con Cetavlon o Bromuro de cetil-
trimetilamonio (EDTAC), acetato de Bisquenialinium (Salvizol).

Agentes oxidantes: peroxido de hidrogeno al 3%y peréxido de urea (Gly-Oxide).
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Agentes antimicrobianos: clorhexidina de 0.2 al 2%

Detergentes: lauril sulfato sédico.

Ningun irrigante solo ha demostrado ser capaz de disolver material pulpar organico,
predentina y desmineralizar la porcion calcificada organica de las paredes del
conducto. (Calt y Serper, 2000).

Las soluciones irrigadoras se emplean durante y después de la instrumentacion del
conducto radicular con el fin de aumentar la eficiencia de corte de los instrumentos y
para promover el arrastre de los tejidos desbridados. La eficacia de estas soluciones no
solo depende de la naturaleza quimica de la solucion, sino también de la cantidad
empleada, temperatura, tiempo de contacto, profundidad de penetracion de la aguja
empleada, diametro y tipo de salida de la aguja, tension superficial y tiempo de

almacenamiento. (Yamada et al; 1983).

Infeccion Endodontica

Un resultado favorable del tratamiento de endodoncia se define como la reduccién de la
lesion radioldgica y la ausencia de sintomas clinicos del diente afectado después de un

periodo de observacion minimo de 12 meses. (Orstavik, 1996)

En 1965 Kakehashi et al, demostraron que las bacterias son la causa de la enfermedad

pulpar y perirradicular. (Kakehashi et al; 1965)

Hasta ahora no hay ninguna duda de que los microorganismos que quedan en el
sistema de conductos después del tratamiento o la recolonizacidn de la obturacion
radicular, son la principal causa del fracaso del tratamiento endodontico. (Sjorgen et al;
1997, Monder etal; 1998)
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La infeccion del espacio del conducto radicular se presenta con mayor frecuencia como
secuela de una lesion de caries profunda. (Langeland, 1987)

La pulpitis es la reaccion del huésped frente a patégenos oportunistas de la cavidad
oral al entrar al endodonto. (Hahn et al; 2000)

El tejido pulpar vital puede defenderse de los microorganismos hasta que gradualmente
se necrosa. (Langeland, 1987)

Por el contrario, el espacio pulpar de los dientes no vitales con signos radiograficos de
rarefaccion periapical siempre alberga cultivos de microorganismos. (Sundqvist, 1976)
A medida que la defensa del huésped pierde su acceso al espacio pulpar necrético,
microorganismo oportunistas seleccionados por las duras condiciones ecoldgicas y el
bajo nivel de oxigeno crean un medio ambiente global en el sistema de conducto
radicular. (Nair, 2004)

Las infecciones endodonticas son polimicrobianas; existe una relacién positiva entre el
numero de bacterias en el conducto radicular infectado y el tamafo de las

transparencias perirradiculares. (Bystrom et al; 1987)

Las interrelaciones entre las bacterias se han estudiado en monos, los conductos
radiculares se infectaron con bacterias orales habituales y se sellaron durante
intervalos de 1 hasta 80 dias. Los resultados demostraron un proceso de seleccion a lo
largo de del tiempo, que conducia al predominio de bacterias anaerobias. El 98% de las

bacterias cultivadas eran estrictamente anaerobias. (Fabricius et al; 1982)
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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 sefialar que cada etapa difiere de un
microorganismo a otro. A continuacion 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 metabdlicamente
activos. Por ende, existe un aumento en la cantidad de biomasa y tamafo
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 aparicibn de nuevos individuos se
compensa por la muerte de otros. Permanece una fase constante.

4. Fase de declinacion: Inicia la reduccion 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 téxicos para

las células...)
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Enterococcus fecalis

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

resistencia a virtualmente todos los antibidticos en uso.

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

por su habilidad de crecer bajo casi cualquier condicién en laboratorio.

Soluciones irrigantes NaOCIl y CatDex

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

trabajar entre lima y lima.

En 1984 Harrison menciono que la aguja debe penetrar hasta el tercio apical del
conducto y luego retirarla 2mm, para poder lograr una buena irrigaciéon hacia el tercio

coronal y evitar asi una sobreirrigacion.
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Walker y Del Rio en el ano de 1991 mencionaron como una alternativa de la irrigacion
manual es la irrigacion asistida por ultrasonido, evitando que las limas contacten con
las paredes, pues las rotaciones de las limas se pueden bloquear y disminuir la

efectividad de la irrigacion

El NaOCI se considera la solucion irrigadora mas utilizada en la practica actual, por ser
la que mas se acerca a las condiciones ideal por su efectividad para eliminar tejido vivo
y necrotico y ademas de poseer un amplio efecto antimicrobiano, matando rapidamente
bacterias, hongos, esporas y virus (incluyendo VIH , rotavirus. HSV-1y el virus de la
hepatitis A y B). (Siqueira et al; 2000)

Tiene un pH alcalino entre 10.7 y 12.2, es excelente lubricante y blanqueador, posee
una tension superficial baja, posee una vida media de almacenamiento prolongada y es

de bajo costo. (Hulsmann, 1998)

El NaOCI reacciona con los restos organicos en el sistema de conductos y de esa
manera facilita la limpieza. Sin embargo esta reaccion lo va inactivando en su
capacidad antibacteriana; por lo tanto la solucién debe ser aplicada frecuentemente al

sistema de conductos. (Calero et al; 1997)

Mecanismo de acciéon

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

el NaOCI penetra y limpia mejor las areas infectadas. ( Drake et al; 1994)
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El NaOCl resulta irritante para el tejido periapical (Hulsmann y Hahn, 2000); el sabor es
inaceptable por los pacientes y por si solo no remueve la capa de desecho, ya que solo

actua sobre la porcion organica de la pulpa y predentina. (Di Lenarda et al; 2000)

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

En 2010 se investigo el efecto de irrigacion con ultrasonido en la reduccion de
E.faecalis en conductos radiculares infectados experimentalmente para eliminar las
bacterias de la pared del conducto y los tubulos dentinarios de dientes extraidos;
concluyeron que la irrigacion con ultrasonido activado durante 1 minuto con NaOCI al
1% después de la preparacion del conducto en los conductos rectos es potencialmente
un paso adicional eficaz en el control microbiano pero no dio lugar a la eliminacion

completa de bacterias en todas las raices. (Harrison et al; 2010)

CatDex

El CatDex es el nombre comercial del Dextran Catidnico (Marquez et al; 2004), que es
una macromolécula poli catiénica del grupo de los medicamentos amino guanidinicos
que actualmente es usado como medicamento anti tumoral presentando excelentes
resultados en cuanto a la inhibicion de crecimiento de células tumorales en tejidos
celulares como renal, prostata, glandula mamaria, demostrando a diferentes

concentraciones destruir todas las células. (Meurling L et al; 2009)

El efecto cito toxico de del dextran catidnico ha sido estudiado in vitro usando células

carcinomas de alto grado. (Marquez et al; 2002)
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Las células tumorales expresan sobre la superficie de su membrana acido sailico que al
pH fisioldgico tiene una fuerte carga electronegativa lo que permite una interaccion con

polimeros catidnicos en células cancerigenas en vitro. (Marquez, M et al; 2002)

Ademas que posee un excelente efecto antimicrobiano, presenta mejores resultados en
destruccion de bacterias S. mutans y P. gingivalis contra clorexhidina, demostrando
efecto antimicrobiano similar a la CHX pero durante mayor periodo de tiempo que la

clorexhidina. (Marquez et al; 2013)

¢ El CatDex tiene un efecto anitmicrobiano superior al NaOCI?

Las bacterias en infecciones endodonticas juegan un papel crucial en el éxito del
tratamiento de conductos. El objetivo de la terapia endodontica es la eliminacion y
prevencion de la periodontitis apical, dicho objetivo se consigue mediante la limpieza
quimico y mecanica del sistema de conductos. A pesar del gran avance de los
instrumentos endodonticos y el excelente efecto antimicrobiano del NaOCI no se logra
eliminar por completo a las bacterias del sistema de conductos. Ademas que se conoce
que el hipoclorito de sodio al ser muy caustico puede llevar a accidentes operatorios
con el paciente si llega a pasar a tejidos perriradiculares, provocando severas
quemaduras.

Se requiere de una sustancia irrigante con un elevado efecto antimicrobiano y que asi
mismo no sea citotoxico para los tejidos perirradiculares.

Se ha encontrado que el CatDex, el cual es una macromolecula policationica en
solucion, el cual contiene un elevado potencial antimicrobiano y en un estudio donde se
comparo contra la clorhexidina logro superar su actividad contra las bacterias P.
gingivallis y S. mutans; si el CatDex demuestra tener mayor actividad antimicrobiana
que el NaOCI contra E.facelis significaria tener un irrigante de mayor eficacia en

endodoncia



MATERIALES Y METODOS

CRITERIOS METODOLOGICOS

El disefio del estudio fue abierto, experimental, prospectivo y longitudinal.

Criterios de Inclusion.

Medio de cultivo: Infusiéon Cerebro Corazon

Cultivo puro de Enterococcus faecalis

Viabilidad celular

Criterios de Exclusion.

Ausencia de crecimiento bacteriano de Enterococcus faecalis.

Criterios de eliminacion.

[JContaminacion del cultivo bacteriano durante el proceso.

Definicion de variables.
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Independientes Dependientes
Variable Escala Variable Escala
NaOCl Intervalo: mL Enteroccocus faecalis Nominal
CatDex
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Se realizé un andlisis de la eficacia antimicrobiana del CatDex a diferentes
concentraciones en una mezcla bacteriana de Enteroccocus faecalis (ATCC 11420)
proporcionada por la Unidad de Odontologia Integral y Especialidades del CIDICS,
UANL.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS
Cultivo Bacteriano

La cepa utilizadas en este estudio fue cultivo puro de la American Type Culture
Collection (ATCC): Enteroccocus faecalis (ATCC 11420). El cultivo y las condiciones de
crecimiento de la bacteria se basé de acuerdo a las especificaciones de las técnicas. E.
faecalis, fue subcultivada a 37°C durante 48 horas en placas de agar con Infusion
Cerebro Corazon (ICC, Becton Dickinson Bioxon México) y luego se inoculo 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. La bacteria fue incubada durante 10 h a 37°C hasta que alcanzo la fase
logaritmica (Thermo Scientific Lab-Line Incubator. lowa, USA). La cepa de E. faecalis
se cultivdo bajo condiciones aerdbicas debido a las caracteristicas de tolerancia de
oxigeno ya que es una bacteria anaerdbica facultativa; El medio de cultivo y el material

utilizado fue pre-esterilizado 15 minutos a 120°C (All American, Hillsville, USA.)
Preparacion de conjugado CatDex y estudios de unién

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

Modificacion Dextrano . Dextrano 70 PhEUR (Pharmacosmos AS, Dinamarca) se
utilizé como columna vertebral del conjugado. El sodio meta-peryodato (MerckAG,
Darmstadt Alemania), se utilizé para la oxidacién del dextrano (activacion). La
aminoguanidina  (Sigma-Aldrich, Suecia), se utilizd para el acoplamiento.

Cianoborohidruro de sodio (Chemicon, Estocolmo, Suecia), se utilizdé para la aminacion
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reductora. NAP-5 y PD-10 y columnas desechables Sephadex G-25 fueron utilizados

para la separacién y purificacion (Pharmacia Amersham Biotech AB).

Activacién y acoplamiento. Como se ha descrito previamente (20), Dextrano 150 mg
se disolvié en 5 ml de agua desionizada. Se afiadi6 acido sulfurico concentrado (25 pul),
seguido por 0.120 g de peryodato de sodio. La mezcla de reaccion se agitdo en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 45 min. A continuacion, se anadio acetato
de sodio 0.2 mol I-1 | y valoré a un pH 6.5. Se afadié aminoguanidina (160 mg) y se
disolvi6é. La mezcla se incubd por agitacion suave durante 240 minutos en la oscuridad
a temperatura ambiente. Entonces se afadio cianoborohiaduro de sodio 20 mg en 0,1
mol I-1 de NaOH y se mezcl6. La solucidén se incubd por agitacion suave durante 60
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Después de la incubacion, la solucion
se purificd 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 microscopia y en su equivalente por absorbancia con la ayuda de un
lector de espectrofotometria con luz visible. Para el estudio aqui presentado se usa una

absorbancia de 0.2 en la escala de McFarland a una longitud de onda de 600nm.

La formula a seguir para saber la cantidad a inocular es:

V1*C4/ V2*Cy
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Doénde:
V4: Volumen conocido
C4: Concentracion celular deseada
V5: Diluciones totales realizadas de la concentraciéon celular

C,: Concentracion 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 la bacteria se efectuaron por duplicado en matraz
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 200 mL de medio de cultivo. Desde su
inoculacién para el tiempo cero se fue monitoreando el desarrollo celular en intervalos
de tiempo determinados de 2 horas. 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
potenciometro (Denver Instruments, Ultrabasic, USA), la concentracion celular

(células/mL) y la densidad 6ptica (DOsoonm)-
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Método de Difusion de Disco

La sensibilidad de E. faecalis al CatDex, fue determinada por el método de Kirby-Bauer
(Bauer et al, 1966; Aw Bauer, 1959). El cultivo de bacterias se prepar6 en las mismas
condiciones hasta que se alcanzé la fase de crecimiento exponencial. Se sembraron
100 uL de bacteria sobre placa 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 solucion 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.

El analisis realizado consistié 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 desviacion
estandar (DE).

De aqui se obtuvo que el numero total de muestras para el estudio fue de 27, los
cuales seran divididos en dos grupos de estudio (Hipoclorito de sodio y CatDex) y un

grupo control (Solucién Salina Fisiolégica) de 9 muestras cada uno.

Colocacioén de soluciones

El cultivo se va a divider en 3 grupos experimentales. Bajo condiciones asépticas y en

estricta anaerobiosis se inyectaran las siguientes soluciones:
Grupo 1: sin solucion.

Grupo 2: Hipoclorito de Sodio
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NaOCl al 5.25% NaOCI al 2.62% NaOCI al 1.31%
Grupo 3: Catdex

CatDex al 1% , CatDex al 0.5%, CatDex al 0.25% ,CatDex al 0.17%, CatDex al 0.12%,
CatDex al 0.08%, CatDex al 0.02%

Cinética de Crecimiento

Antes de someter a la bacteria a cualquier tipo de experimentacion bajo condiciones
diversas de crecimiento, es importante conocer sus caracteristicas de crecimiento en

los medios de cultivo tipicos.

La bacteria muestra diferente tipo de crecimiento dependiendo de varios factores como

el metabolismo, temperatura y ambiente que requiere para su desarrollo.

La etapa de mayor crecimiento para Enteroccocus faecalis fue de 10 horas (Grafica 2),

con valores de 2.15 (+ 0.45), 12.4x108 células/mL y un pH 6.5 (+ 0.0) respectivamente.

Este resultado es basico y de suma importancia para realizar el Método de Difusién de
Disco, ya que de esta manera se puede basar en una fuente de crecimiento celular
equitativo entre las bacterias patdgenas con un metabolismo en su maxima expresion

(virulencia).
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Grafica 2. Cinética de Crecimiento de Enteroccocus faecalis

32



33

Método de Difusion de Disco

Halo de Inhibicion

La evaluacion de los resultados se efectué mediante la formacion de halos de inhibicion
alrededor del disco y comparando entre los controles positivo (NaOCl) y negativo
(agua), con respecto a Enteroccocus faecalis. El resultado fue interpretado en tanto que
la sensibilidad fue expresada por la bacteria al contacto con el agente antimicrobiano

de estudio La zona o halo de inhibicion es diferente para cada concentracion.
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RESULTADOS

Dentro de los resultados se encuentra que:

1) con los valores promedio del halo o circulo de inhibicion, tomados como "X" y los
valores Molar de Catdex como "Y" se realiz6 una correlacién lineal simple con R"2
ajustado de 0.93778802.

2) Coeficiente de intercepcidon "a" = 0.31048387 y coeficiente de elevacion por cada
unidad de Halo Inhibicién, "b" de 1.16935484.

3) se calculan los valores de NaOCI para halos de 1.0, 0.8 y 0.7 que corresponden a

concentracion de 5.25, 2.61 y 1.31.

4) se obtiene que para obtener un halo de 1.00 con NaOCI equivaldria a Catdex a una
concentracion de 1.480 molar para obtener un halo de 0.80 con NaOCI equivaldria a
Catdex a una concentracion de 1.246 molar, para obtener un halo de 0.70 con NaoCl

equivaldria a Catdex a una concentracion de 1.129 molar.

No se pueden llevar a cabo calculos con los valores de halo de NaOCI porque es muy
poco el cambio de una concentracién a otra
por lo que calcular un halo de 0.45 con Catdex daria un valor de -1.48 de NaOCI; para

un halo de 0.1 con Catdex, seria un valor de -6.58 de NaOCI.

Tablas de e facellis
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DISCUSION

En la presente investigacidon se evalud in vitro la actividad antimicrobiana del CatDex y
se comparo con el NaOCI frente a Enteroccocus faecalis para ser utilizado como

irrigante en la terapia endodontal.

En el desarrollo del procedimiento se analizé el comportamiento de las moléculas a
diferentes concentraciones mediante el Método de Difusién de Disco, frente a la

bacteria a estudiar de manera independiente en su fase.

Los medios de cultivo utilizados fueron Infusién Cerebro Corazon en agar para el
método de difusion de disco (Salles et al., 2015) (Kim et al., 2015).

El CatDex es una molécula nunca antes reportada en estudios de irrigacién en
endodoncia. Sin embargo Escamilla y colaboradores, en sus estudios demostraron que
frente a microorganismos orales como Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivales su efecto antibacteriano era eficaz al ser utilizado a concentraciones por
debajo de 0.12%. (Escamila et al., 2013)

Estos resultados no coinciden con los obtenidos en este trabajo ya que E. Faecalis no

mostré sensibilidad al CatDex.

Kim y colaboradores en el 2015, también obtuvieron resultados discreptantes

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

prueba de difusion en disco. (Kim et al., 2015)

Esto se debe a que el microorganismo utilizado en el presente estudio es mucho mas

virulento y resistente. E. Faecalis es un microorganismo comunmente observado en
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las infecciones endodonticas persistentes o infecciones secundarias intrarradiculares
asociadas con el fracaso del tratamiento endoddntico. (Charles et al, 2006; Evans et al.,
2002)

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

En cuanto a la reduccién que logré el hipoclorito de sodio al 5.25% del E. faecalis, del
96%. En estudios similares los resultados reportan una reduccion mayor al 50%. (Diaz
et al., 2014) La proporcion de 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 erradicacion de colonias de E. faecalis. Estos
resultados son consistentes con trabajos publicados anteriormente utilizando diferentes
metodologias (16,17,21). En un estudio publciado, donde se compraré el efecto
antimicrobiano del NaOCI y el MTAD frente a esta bacteria, ambos lograron una

eliminacion significativa de la mayoria de las UFC de E. Faecalis.

Por otra parte, el efecto antibacteriano con E. Faecalis fue por encima del 90%, lo cual
coincide con la investigacion realizada por Kapdan et al.,, 2015 en el cual obtuvo el

otpimo resultado con NaOCI al 2.5% frente a la bacteria previamente mencionada.

A ninguna de las concentraciones se logroé una eliminacion por completo de la bacteria,
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 esta investigacion se concluyd que no solamente la concentracién, sino que también
el pH de los irrigantes, asi como el medio de cultivo juegan un papel importante en la
alteracion del crecimiento de las bacterias. Ma et al., 2015 concluyen en su
investigacion que NaOCI al 5.25% en combinacion con un desafio alcalino posterior

disminuy® significativamente las tasas de supervivencia plancténicas 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.

"Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento

de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Titulo segundo, capitulo |, Articulo 17, Seccion I, investigacion sin riesgo, no se requirid

consentimiento informado ya que es un estudio in vitro
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