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RESUMEN

INTRODUCCION: Las bacterias periodontopatogenas son susceptibles a los agentes
oxidantes por lo que se cree que el ClO> al ser un agente antimicrobiano selectivo podria
ser de utilidad como coadyuvante enel tratamiento de la enfermedad periodontal debido a
sus propiedades biocidas, su baja toxicidad y su capacidad de no generar resistencia.
OBJETIVO: Evaluar el efecto bactericida del ClO,y sus preparaciones in vitro contra P.
gingivalis, F. nucleatum y A. actinomycetemcomitans. METODOLOGIA: Las
soluciones de didxido de cloro se prepararon en agua destilada y posteriormente fueron
esterilizadas por filtracién a 0.22 pm. Las bacterias P. gingivalis, F. nucleatum y A.
actinomycetemcomitans fueron activadas en medio TSA a 37°C en anaerobiosis o
aerobiosis. Las bacterias fueron sembradas en placas de cultivo TSA y el ClO2y CDS a
100%, 50%, 0.10% empleando como control clorhexidina al 0.12% como control positivo
y suero fisiologico como control negativo. El efecto citotdoxico del ClO, y el CDS se
determind por la técnica colorimétrica MTT a 0.5 mg/mL en células PBMC y FGH
empleando como control NaClO al 5% y como control negativo medio de cultivo.
RESULTADOS: El CDS demostrd un porcentaje de viabilidad alto en FGH y PBMC en
comparacion con el ClO», asi como efecto bactericida in vitro en P. gingivalis, F.
nucleatum, A. actinomycetemcomitans 'y co-cultivo en la prueba germicida.
CONCLUSION: El ClO; y el CDS parece ser un agente antimicrobiano prometedor el
cual podria ser utilizado como coadyuvante en el tratamiento de la enfermedad periodontal

y periimplantar asi como el manejo de la halitosis.
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IN VITRO BACTERICIDE EFFECT OF CHLORINE DIOXIDE AND ITS
PREPARATIONS ON PERIODONTOPATHOGENIC BACTERIA

ABSTRACT

INTRODUCTION: Periodontopathogenic bacteria are susceptible to oxidizing
agents, so it is believed that ClO», being a selective antimicrobial agent, could be useful
as an adjuvant in the treatment of periodontal disease due to its biocidal properties, its low
toxicity and its ability to generate resistance. OBJECTIVE: To evaluate the bactericidal
effect of chlorine dioxide and its preparations against P. gingivalis, F. nucleatum and A.
actinomycetemcomitans. METHODOLOGY: Chlorine dioxide solutions were prepared
in distilled water and subsequently sterilized by filtration at 0.22 pm. Bacteria P.
gingivalis, F. nucleatum and A. actinomycetemcomitans were activated in TSA medium
at 37 ° C in anaerobiosis or aerobiosis. Bacteria were seeded in TSA culture plates and
CIO; and CDS at 100%, 50%, 0.10% using Chlorhexidine 0.12% as a positive control and
physiological serum as a negative control. The cytotoxic effect of ClO> and CDS was
determined by the MTT colorimetric technique at 0.5 mg / mL in PBMC and FGH cells,
using 5% NaClO as control and culture medium as negative control. RESULTS: CDS
showed a high percentage of viability in FGH and PBMC compared to ClO», as well as in
vitro bactericidal effect on P. gingivalis, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans and co-
culture in the germicidal test. CONCLUSION: CIO> and CDS seem to be a promising
antimicrobial agent which could be used as an adjunct in the treatment of periodontal and

peri-implant disease as well as the management of halitosis.
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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad oral multifactorial que afecta los tejidos de soporte
del diente y tiene una prevalencia de 78% en la poblacién mayor de 60 afios. La cavidad
oral alberga una gran cantidad de especies bacterianas que producen varias sustancias
fétidas como resultado de la degradacion de las proteinas. La halitosis o mal aliento es
causada el 87% de las veces por factores intraorales como la gingivitis, la periodontitis y

el recubrimiento de la lengua y solamente el 5 al 8% es causada por factores extraorales.

La enfermedad periodontal es causada principalmente por la acumulacion de placa
bacteriana. La cual, al pasar el tiempo y no ser eliminada comienza a migrar
subgingivalmente y crea un ambiente favorable para la coagregacion de bacterias
periodontopatogenas de los complejos rojo y naranja. Este acimulo de bacterias estimula
la respuesta inflamatoria de los tejidos periodontales y da como resultado inflamacion
gingival, sangrado, bolsas periodontales, pérdida 6sea y movilidad dental, la cual se refleja

como una pérdida de insercion clinica.

Las bacterias periodontopatogenas producen varios compuestos volatiles de sulfuro
(CVS) que son responsables de halitosis y se asocian con patdégenos periodontales como
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans 'y Prevotella intermedia siendo de las bacterias mas fuertemente
asociadas con la periodontitis y también capaces de colonizar los nichos periodontales y

permanecer en ellos.

Los controles quimicos de placa se utilizan frecuentemente ya sea para la reduccion de
carga microbiana presente en la cavidad bucal o para controlar o reducir el mal aliento,
segun los ingredientes del enjuague bucal en particular. La clorhexidina es considerada
como el antiséptico oral mas eficaz. Sin embargo, su uso por tiempo prolongado se
relaciona con efectos secundarios como: formacién de manchas marrones extrinsecas en
los dientes e inclusive en los tejidos bucales (particularmente en la lengua), acumulacién

de calculo subgingival, lesiones mucosas, y percepcion alterada del gusto.



Por lo cual diversos estudios se han enfocado en la bisqueda de nuevos tratamientos
que reduzcan la carga bacteriana o contra la halitosis. El diéxido de cloro (ClOz), ha
demostrado resultados satisfactorios por su efecto bactericida, fungicida, antiviral,
antiinflamatorio, asi como la eliminacion de esporas y biopeliculas.

La capacidad oxidante del ClO;y sus variaciones han demostrado presentar una
capacidad reductora sobre CVS generando productos inoloros, que permiten incorporarse
en diferentes preparaciones para el control de la halitosis, asi como en la reduccion de la
placa dentobacteriana, aunado a que no se han presentado reportes a la fecha de
microorganismos resistentes a este compuesto.

En base a lo anterior es que se llego a la formulacion de la siguiente pregunta: ;Las
concentraciones no citotoxicas de ClO; en células humanas presentan un efecto
bactericida in vitro sobre bacterias periodontopatdogenas?.

Por lo tanto, el objetivo del trabajo es evaluar el efecto bactericida in vitro de la
concentracion no citotoxica de ClOy sobre células humanas en bacterias

periodontopatdgenas.



1. HIPOTESIS

Hi: EI CDS tendré menor citotoxicidad y un efecto bactericida in vitro en P. gingivalis,

F. nucleatum 'y A. actinomycetemcomitans homolélogo al ClO; al 0.10%.

Ho: El CDS tendra mayor citotoxicidad y un efecto bactericida in vitro en P.

gingivalis, F. nucleatum y A. actinomycetemcomitans homolologo al ClO; al 0.10%.



2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto bactericida in vitro de la concentracion no citotéxica de ClO, sobre

células humanas en bacterias periodontopatdgenas.

3.2 Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto citotoxico in vitro del C102 y CDS en células humanas.

2. Determinar el efecto bactericida in vitro del didxido de cloro en P. gingivalis, F.
nucleatum 'y A. actinomycetemcomitans.
3. Determinar el efecto bactericida in vitro del dioxido de cloro en co-cultivos de P.

gingivalis, F. nucleatum y A. actinomycetemcomitans.



3. ANTECEDENTES

En el taller mundial realizado por la Academia Americana de Periodontologia (AAP)
en 2017 se propuso un nuevo esquema para la clasificacion de enfermedades periodontales
y peri-implantares y condiciones, necesaria para el correcto diagnostico y tratamiento de
los pacientes (Caton et al. 2018).

La nueva clasificacion se divide principalmente en 2 apartados:

1. Enfermedades y condiciones periodontales

2. Enfermedades y condiciones peri-implantares

Asi mismo, dentro de las enfermedades y condiciones periodontales se divide en 3
grupos con sus subgrupos:

1. Salud periodontal y enfermedades y condiciones gingivales
a) Salud periodontal y salud gingival
b) Gingivitis inducida por placa
c) Enfermedades gingivales no inducidas por placa
2. Periodontitis
a) Enfermedades periodontales necrotizantes
b) Periodontitis
c) Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas
3. Otras condiciones que afectan al periodonto
a) Enfermedades o condiciones sistémicas que afectan los tejidos de soporte
b) Abscesos y lesiones endo-periodontales
c) Condiciones y deformidades mucogingivales
d) Fuerzas oclusales traumaticas

e) Factores relacionados con los dientes o protesis (Caton et al. 2018).

La principal diferencia con la clasificacion de Armitage de 1999 es que se agregan las
alteraciones y patologias peri-implantarias (no mencionadas por su irrelevancia en este
estudio) en conjunto con las periodontales. Asi mismo, debido a falta de pruebas
patobiologicas que distinguian entre la periodontitis cronica y agresiva, se clasificaron
ambas enfermedades como periodontitis. Se hicieron también cambios en algunas

definiciones de condiciones y enfermedades periodontales, ademds se establecieron
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lineamientos para la descripcion de casos con la finalidad de estandarizar los criterios de

inclusion en investigaciones cientificas (Caton et al. 2018).

Las enfermedades gingivales y periodontales estan catalogadas entre las mas comunes
del género humano. La gingivitis afecta alrededor de 80% de los de edad escolar y mas de

70% de la poblacion adulta ha padecido alguna enfermedad periodontal (Cruz et al. 2017).

4.1 Salud periodontal

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2015) define la salud bucal como “un
estado de ausencia de dolor cronico en la boca y la cara, cancer bucal y de garganta,
infecciones y ulceras bucales, enfermedad periodontal (de las encias), caries, pérdida de
dientes y otras enfermedades y trastornos que limitan la capacidad de una persona en

morder, masticar, sonreir, hablar y el bienestar psicosocial".

Definir la salud periodontal es de suma importancia para tener un punto de referencia
para evaluar la enfermedad periodontal y determinar los posibles resultados del
tratamiento. Puede ser evaluada a nivel clinicos e histologicos y debe ser considerada en
el contexto de un punto de partida preventivo y un punto final terapéutico (Lang y Bartold

2018).

Se describen 4 niveles de salud periodontal dependiendo del estado del periodonto
(intacto o reducido) y los resultados relativos del tratamiento, los cuales son:

1. Salud pristina

2. Salud clinica

3. Estabilidad de enfermedad periodontal en un periodonto reducido

4

Control o remision de la enfermedad periodontal en un periodonto reducido.

La salud gingival tanto en un periodonto intacto como en un periodonto reducido se
caracteriza por la ausencia de signos clinicos de inflamacion: edema, enrojecimiento,

sangrado al sondeo y sin presencia de sintomas. En aquellos pacientes con historia de



periodontitis, un sondaje de menos de 4 mm sin sangrado serd considerado como sano,
mientras que aquellos pacientes sin historia de periodontitis, sera necesario que tengan
sondajes menores a 3 mm. Por otra parte, al momento de establecer si alguno de estos dos
tiene gingivitis, un sondaje de menos de 3 mm y presencia de sangrado es necesario en

ambos casos (Herrera et al. 2018).

Salud pristina se define como una ausencia total de inflamacién clinica. No existe
pérdida de insercion, sangrado al sondeo, profundidad del sondeo no mayor a 3 mm,

enrojecimiento, edema o pus. Sin embargo, este estado de salud no es comun.

En la salud clinica los tejidos muestran ausencia o muy bajos de los indicadores
clinicos de inflamacién (sangrado al sondeo y marcadores inflamatorios del liquido
crevicular). Los determinantes de la salud periodontal se dividen en 3 categorias:
microbioldgicos, huésped y medio ambiente. La relevancia de reconocer estos
determinantes de la salud y la enfermedad periodontal como factores predisponentes y
modificadores (controlables e incontrolables) es realmente importante y no debe
subestimarse, ya que su evaluacion es crucial para la evaluacion de cada paciente y asi
lograr y mantener la salud periodontal clinica. Los factores predisponentes van a ser
cualquier agente o condicion que contribuya a la acumulacion de placa, ya sea la anatomia
dental, posicion en la arcada o presencia de restauraciones y los factores modificantes son
los que alteran la manera en la que responde un individuo a la acumulacion de placa como

fumar, condiciones sistémicas o medicamentos (Lang y Bartold 2018).

4.2 Gingivitis

La gingivitis es una condicion inflamatoria no especifica que comienza cuando la placa
dental se acumula por varios dias o semanas y hay una pérdida de la simbiosis entre la
biopelicula y el sistema inmune-inflamatorio del huésped, produciéndose asi una disbiosis

(cambios en la composicion de la microbiota normal) (Murakami et al. 2018).



Existen dos categorias amplias de las enfermedades gingivales que incluyen:
enfermedades gingivales no inducidas por biopeliculas de placa dental y gingivitis
inducida por placa dental. Las no inducidas por placa por lo general incluyen una variedad
de afecciones que no son causadas por la placa y no se resuelven tras su eliminacién
profesional. Las lesiones de esta enfermedad pueden ser manifestaciones de una

enfermedad sistémica o pueden estar localizadas en la cavidad oral (Chapple et al. 2018).

La gingivitis inducida por placa comienza en el margen gingival y puede extenderse
por toda la unidad gingival restante. El paciente experimenta eritema, edema, sangrado y
agrandamiento. Asimismo, el paciente puede presentar halitosis, dolor, sabor metéalico por
el sangrado. Los signos y sintomas de inflamacion no van mas alld de la linea
mucogingival. Se considera un caso de gingivitis en los pacientes que presenten mas del
10% de sitios con sangrado y un sondaje menor a 3 mm independientemente si es un
paciente con periodonto intacto o reducido. Se definird como localizada cuando el
sangrado al sondeo sea en >10% y <30% de los sitios, mientras que serd determinada
como generalizada cuando haya mas del 30% de los sitios con sangrado al sondeo

(Chapple et al. 2018).

La distinciéon entre un paciente con periodonto reducido con historia o no de
periodontitis es de gran importancia clinica debido a que muchas veces se presentan
pacientes con pérdida de insercion causada por recesiones o intervenciones quirurgicas
(ej. alargamientos de corona) y esto no debe ser confundido con pérdida de insercion
clinica causada por periodontitis, debido a que aquellos pacientes con periodontitis son
mas propensos a volver a padecer dicha enfermedad y por lo tanto deben realizarse

mantenimientos periodontales continuamente (Herrera et al. 2018).

4.3 Periodontitis

La transiciéon de la gingivitis a la salud periodontal es reversible después de un

tratamiento que resuelve la inflamacion gingival (Figura 1). La transicion a la periodontitis



se traduce en una pérdida de insercion que, en la actualidad, es irreversible (Chapple et al.
2018).

Clasificacion/categorizacion del paciente

Paciente

Paciente con

Paciente con

con salud ineivitis periodontitis
periodontal gmgrvitis estadio y grado
Tratamiento
periodontal
v
. .. Diagndstico: X , L. X Lo . , ..
Diagnostico: salud Diagnéstico: Diaenéstico: Diagnéstico: Diagnostico:
caso de N gingivitis grostico: paciente con paciente con
periodontal paciente con . L . s
eriodontitis periodontitis periodontitis
Zon trola d(; en remision no controlado
(caso de salud (caso con algo (caso inestable
‘ac tu;;l) de inflamacién con recidiva de

gingival) periodontitis)

Figura 1: Transicion de gingivitis a periodontitis. Obtenido de Chapple, 2019.

La gingivitis puede revertir a salud periodontal mientras que la periodontitis resulta en
pérdida de insercion y es irreversible. Esto indica a los pacientes que tienen un alto riesgo
de por vida de periodontitis recurrente. La terapia periodontal dptima puede restaurar la
salud gingival en un periodonto reducido, o puede resultar en una inflamacién gingival
marginal leve en bolsas de sondaje poco profundas (< 3 mm). Sin embargo, un historial
de periodontitis coloca a los pacientes en alto riesgo de periodontitis recurrente y estos
pacientes requieren un control cuidadoso especifico del sitio durante los programas de

mantenimiento periodontal (Chapple et al. 2018).



La periodontitis es una enfermedad inflamatoria multifactorial asociada con una
disbiosis en la placa bacteriana, caracterizada por la destruccion progresiva del aparato de
soporte dental debido a biomarcadores inflamatorios. Sus principales caracteristicas son
la pérdida de tejido de soporte manifestado como pérdida de insercion clinica (CAL) y
pérdida radiografica de hueso alveolar. Se define un caso de periodontitis al presentar
CAL interdental en dos 0 mas dientes no adyacentes, o bien pérdida de insercion clinica

vestibular > 3 mm con bolsas de > 3 mm en dos o mas dientes (Herrera et al. 2018).

La periodontitis se clasifica por estadios y grados. Los estadios (I, II, IIl y IV) van a
depender de la gravedad de la enfermedad y la complejidad, sobre la base de factores
locales. (Figura 2), tomando en cuenta qué tanta destruccion periodontal hay, basaindonos
en la pérdida 6sea y pérdida de dientes causadas por periodontitis; la complejidad prevista
de su tratamiento en cuanto a la presencia de bolsas, hipermovilidad dental y disfuncion

masticatoria y la extension (localizada o generalizada) (Papapanou et al. 2018).

Estadio I Estadio IT Estadio IIT Estadio IV
CAL interdental en
zona con la mayor 1-2 mm 3-4 mm >5 mm >5 mm
pérdida
G Pérdida 6sea Tercio coronal Tercio coronal Extensién a tercio medio Extensién a tercio medio
ravedad . s - o om0 N . N .
radiografica (<15 %) (15-33 %) o apical de la raiz o apical de la raiz
< 4 pérdidas > 5 pérdidas
Pérdida dentaria Sin pérdida dentaria por razones periodontales dentarias por razones dentarias por razones
periodontales periodontales
Profundidad de sondaje  Profundidad de sondaje Profundidad de sondaje Profundidad de sondaje
maxima < 4 mm maxima < 5 mm > 6 mm >6 mm
Pérdida ésea Pérdida ésea Ademas de complejidad ~ Ademés de complejidad Estadio III:
principalmente principalmente Estadio II:
horizontal horizontal Necesidad de rehabilitacién compleja,
Pérdida dsea vertical debido a:
Complejidad Local >3 mm Disfuncién masticatoria
Trauma oclusal secundario
Afectacién de furca (movilidad dentaria > 2)
grado Il o 111 Defecto alveolar avanzado
Colapso de mordida, abanicamiento
Defecto de cresta dental, migraciones dentarias
moderado Menos de 20 dientes residuales (10
parejas con contacto oclusal)
Extension y Afadir a estadio En cada estadio, describir extension como localizada (< 30 % de dientes implicados),
distribucion como descriptor generalizada, o patrén molar/incisivo

Figura 2: Clasificacion de periodontitis por estadios. Obtenido de Herrera et al., 2018.

Por otra parte, los grados informan sobre el riesgo que tiene la enfermedad a progresar,

ya sea lenta (A), moderada (B) y rapida (C) asi como también la posible obtencion de
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malos resultados en el tratamiento, junto con posibles efectos negativos sobre la salud

sistémica (Figura 3) (Papapanou et al. 2018).

Grado A Grado B Grado C
Radiografias o . . L.
Evidencia directa evaluacién periodontal No vadcn(,m‘ de plfljdldd Pérdida < 2 mm Pérdida > 2 mm
o de hueso/insercién
en los 5 afios anteriores
Pérdida 6sea vs. edad < 0,25 0,25-1,0 > 1,0

s expectativas
de biofilm;
ren periodos
i6n rapida y/o patologia de aparicién

El grado de destruccién supera le
teniendo en cuenta los depésits
Evidencia indirecta Grandes depésitos de Destruccién patrones clinicos especificos que
Fenotipo biofilm con niveles bajos proporcional a los de progres
de destruccién depésitos de biofilm temprana... Por ejemplo, patrén molar-incisivo;
falta de respuesta prevista a tratamientos de control
bacteriano habituales

Tabaquismo No fumador < 10 cig./dia > 10 cig./dia

Factores modificadores
Diabetes Normal con/sin diabetes HbAlc < 7 con diabetes HbAlc > 7 con diabetes

Figura 3: Clasificacion de periodontitis por grados, basada en evidencia directa,
evidencia indirecta y factores modificadores. Obtenido de Herrera et al., 2018.

Ahora se sabe que una biopelicula patdgena es necesaria para que se pueda desarrollar
la periodontitis, es decir es un requisito previo, pero si sola no es suficiente para causar la
enfermedad, sino que es el resultado de interacciones complejas entre la biopelicula y la
respuesta inmune inflamatoria, siendo esta tiltima la de mayor riesgo de dafio a los tejidos.
La periodontitis es una enfermedad compleja con multiples causas como ya se menciond;
algunas con su base en genética, algunas causadas por influencias epigenéticas y otras
modificables por relacionarse con comportamientos del paciente, medicamentos o
factores ambientales, todos los cuales conspiran para establecer y propagar la lesion de
periodontitis. Y ademds también existen caracteristicas especificas del sitio, como los
factores anatdmicos que pueden favorecer el desarrollo de la lesion (Meyle y Chapple

2015).

4.4 Microbiota oral

El ecosistema microbiano de la cavidad bucal es el hébitat de una gran cantidad de
especies bacterianas y virales. Inclusive hay bacterias asociadas a la salud periodontal y

existe una relacion simbidtica entre los microorganismos residentes de la biopelicula,
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incluidas las interacciones entre las diferentes especies bacterianas y la respuesta inmune

inflamatoria de los huéspedes a esa biopelicula (Meyle y Chapple 2015).

La placa dental es una masa bacteriana densa (también llamada biopelicula) que se
adhiere con fuerza a la superficie de los dientes, la cual es mediada por receptores en la
delgada cubierta salival, llamada pelicula adquirida. Esta adhesion bacteriana a tejidos del
huésped puede ocurrir por fuerzas inespecificas, como fuerzas idnicas, interacciones
hidrofobas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals, e interacciones especificas
o estereoquimicas (medidas por proteinas especializadas de la superficie bacteriana, o
adhesinas, que se unen a receptores en la superficie del huésped) que al superponerse a las
fuerzas inespecificas, explican en parte la colonizacion selectiva de los tejidos del huésped

(Lamont et al. 2015).

La placa bacteriana es una comunidad estructurada de células bacterianas incluidas en
una matriz polimérica de produccion propia (Costerton 1999). La composicion de la placa
supragingival con un desarrollo de 7 a 10 dias es principalmente de Streptococci y
Actinomyces. Cuando la placa madura, estos microorganismos aumentan y se afiaden otros

tales como Fusobacterium, Veillonella, Treponema 'y especies de Bacteroides (Socransky

et al. 1998).

Si la biopelicula no es eliminada con frecuencia y se acumula, sus condiciones
favorecen a las especies bacterianas como F. nucleatum, los cuales mediante el empleo de
senales quimicas son capaces de detectar e influir en su entorno. Estos organismos
emergen y provocan una respuesta mas fuerte por parte del huésped y por consecuencia
conduce al desarrollo de inflamacion gingival y aumenta el suministro de ciertos
nutrientes, como el hemo, los cuales favorecen la proliferacion de patogenos tradicionales

como P. gingivalis (Meyle y Chapple 2015).

4.4.1 Etapas de la formacion de la biopelicula
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En la primera etapa de la formacion de la biopelicula ocurre a los 30 minutos después
de la limpieza dental y se deposita una capa salival sobre la superficie del diente junto con
las especies pioneras (adaptables nutricional y fisioldgicamente y crean un ambiente que
permite la adaptacion de otros colonizadores secundarios) de Streptococcus: S. sanguis,
S. gordonii y S. oralis. Estas de adhieren firmemente por medio de interacciones

adhesina/receptor (Marsh 1994).

En la segunda etapa, 2 dias después de la limpieza dental, los colonizadores pioneros
se multiplican y se extienden perpendicularmente de la superficie del diente en cadenas
de especies conectadas formando filas paralelas de microorganismos con espacios abiertos
entre ellos en donde se adhieren Actinomyces mediante coagregacion o acoplamiento

intergenérico (Marsh 1994).

En la fase 3 que ocurre de los 2 a 3 dias después de la formacion de la biopelicula, los
espacios abiertos comienzan a llenarse de bacterias menos tolerantes al aire como
Veillonella. 7 a 14 dias después la flora se vuelve mas gran-negativa y anaerobia (casi
40%). En esta fase comienza a observarse una inflamacion gingival clinicamente y las
bacterias comienzan a migrar hacia el area subgingival, que al ser prolongada puede llevar

a una periodontitis (Marsh 1994).

En la fase 4, aproximadamente 11 a 14 dias después de la limpieza dental, la placa en
la region subgingival permite la colonizacion de vibrios y espiroquetas (Treponema), 1os
cuales requieren condiciones anaerobias estrictas y proteina sérica. En este punto la placa
subgingival se divide en placa adherente (interactia con la superficie del diente) y placa
poco adherente (interactiia con la superficie epitelial crevicular gingival) y va a ser nutrida

por el liquido crevicular (Marsh 1994).

4.4.2 Complejos de Socransky y las bacterias periodontopatéogenas

Las bacterias son los agentes etioldgicos primarios de las enfermedades periodontales.

Se concluy6 basados en los criterios descritos por Socransky y mediante la valoracion de
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los estudios que han demostrado patogenicidad sobre diversos microorganismos, que
habia suficientes datos para poder catalogar a tres bacterias como las mas fuertemente
asociadas con la periodontitis, las cuales son: 4. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y
T. forsythia, ya que han demostrado tener la capacidad de colonizar los nichos

periodontales y permanecer en ellos (Iniesta et al. 2008).

En los estudios de Socransky (1994) se estudiaron series de placa subgingival de
individuos con diferentes formas de enfermedad periodontal y salud periodontal y
reportaron un cambio en la microbiota subgingival al progresar de salud a gingivitis y

periodontitis (Ximénez-Fyvie et al. 2000).

Las bacterias de los complejos amarillo (S. mitis, S. oralis, S. sanguis, Streptococcus
sp, S. gorodinii y S. intermedia) y verde (E. corrodens, C. gingivalis, C.sputigena, C.
ochracea, C. concisus y A. actino.a) estan asociadas a la salud periodontal (Figura 4), son
los colonizadores pioneros en la formacion de la biopelicula y no estan asociados con los

complejos rojo y naranja.

Las bacterias del complejo rojo (P. gingivalis, B. forsythia y T. denticola) y naranja,
(F. nucleatum, P. intermedia, P. micros, P. nigriscens, y otros) son consideradas
periodontopatogenas junto con A. actinomycetemcomitans (Figura 4) y estan asociadas

fuertemente al inicio y progresion de la enfermedad periodontal (Socransky et al. 1998).

La coagregacion es una estrategia importante para la colonizacion de microorganismos
y por consiguiente contribuir con el asentamiento de la biopelicula (Figura 5). Por
ejemplo, A. actinomycetemcomitans es capaz de coagregarse con F. nucleatum. Un
antigeno especifico puede mediar la coagregacion de A. actinomycetemcomitans serotipo

c con P. gingivalis (Iniesta et al. 2008).
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Actinomyces
species

P. intermedia

S. gordonii P nigrescens P. gingivalis

S. intermedius P micros T. forsythia
F. nuc. vincentii T denticola

F. nuc. nucleatum ’

F. nuc. polymorphum

F. periodonticum

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Figura 4: Representacion esquematica de las relaciones de especies dentro de complejos
microbianos y entre los complejos microbianos. Obtenido de Socransky y Haffajee,

2005.
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S. gordonii

S. salivarius

Diente
Pelicula salival

S. oralis

Figura 5: Relaciones de coagregacion con otras bacterias para los tres patdgenos de

asociacion fuerte con la periodontitis. Obtenido de Iniesta et al., 2008.

4.5 Higiene oral

Se ha considerado que una buena higiene oral, controlando la biopelicula dental y
utilizando los métodos adecuados, es el sostén principal para lograr mantener una salud

periodontal (Lang y Bartold 2018; Costa et al. 2020).

La Federacion Dental Internacional (FDI, 2015) menciona que "Una buena salud bucal
nos permite hablar, sonreir, besar, respirar, silbar, oler, saborear, beber, comer, morder,
masticar, tragar y expresar sentimientos. La cavidad bucal juega un papel central para la

ingesta de nutrientes basicos y la proteccion contra las infecciones microbianas”.
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Una mala salud bucal puede ser provocada por los malos hébitos de higiene oral que
pueden llevar a la infeccion dentro de la cavidad oral, afectando sin duda alguna la
apariencia, el bienestar y la autoestima del individuo aunque también puede estar asociada
con otro tipo de problemas como son: el suefio (apnea del suefio, respirador bucal,

bruxismo), la masticacion y habla, asi como un deterioro cognitivo (Melo et al. 2017).

Mantener el control de placa es la base fundamental para prevenir y controlar la
enfermedad periodontal, esto se logra mediante una limpieza bucal evitando que se
acumule en los dientes y las encias. Aunque la placa supragingival esta expuesta a la saliva
y autoclisis (autolimpieza) y logran eliminar los restos de comida, no eliminan
adecuadamente la placa dental. Por esta razon se requiere de métodos mecanicos y
quimicos para la eliminacion adecuada de la placa supragingival. El medio mas eficaz
comprobado para la eliminacion activa de la placa en el hogar es el cepillado, que al
realizarlo de manera adecuada garantiza la higiene oral; sumado a este método se
encuentra el uso de enjuagues bucales, la seda dental y los dentifricos como complemento

para el mantenimiento de la salud bucal (Van Der Weijden y Slot 2011).

Se han demostrado en algunas revisiones sistematicas recientes que el uso exclusivo
de cepillado manual e hilo dental no cumplian la tarea de la eliminacion de la biopelicula
interproximal y recomendaron el uso de coadyuvantes como cepillos interdentales,
irrigadores y controles quimicos de placa para los individuos periodontalmente

susceptibles (Costa et al. 2020).

4.5.1 Coadyuvantes en la higiene oral

El enfoque a la prevencion de las enfermedades periodontales debe ser en fomentar un
control adecuado de placa dentobacteriana y la correcta eliminacion de la biopelicula. A
muchos pacientes no les resulta una tarea facil mantener el control de placa y requieren
de coadyuvantes para prevenir la aparicién o recurrencia de estas enfermedades. A este

tipo de pacientes se les suele recomendar la utilizaciéon de métodos quimicos, como los
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enjuagues bucales antimicrobianos, hilo dental, cepillos interdentales, irrigadores, etc.
como uso complementario para ayudar a eliminar la biopelicula (James et al. 2017; Costa

et al. 2020).

Varios estudios sugieren que los dispositivos de irrigacion mostraron una reduccion
del indice de placa y sangrado al sondeo que los cepillos interdentales, sin embargo, hay
otros estudios que demuestran mejor resultados con los cepillos interdentales. Autores
sugieren que el uso de hilo dental resulta un procedimiento dificil y no han demostrado
ser muy utiles como se creia para la limpieza de areas interproximales abiertas. No
obstante, los cepillos interdentales no son indicados para espacios interproximales
cerrados, ya que generan un trauma en los tejidos gingivales. Los irrigadores parecen ser
una mejor opcién ya que producen menos dafio en los tejidos que los cepillos

interproximales (Van Der Weijden y Slot 2011).

4.5.2 Control quimico de placa bacteriana

Los controles quimicos de placa se utilizan frecuentemente para la reduccion de carga
microbiana presente en la cavidad bucal, para control o reduccioén del mal aliento. Los
compuestos con actividad antimicrobiana se utilizan para controlar la placa supragingival
y gingivitis, y antes de la cirugia oral y periodontal, incluida la extraccion dental y
colocacion de implantes. Los controles quimicos de placa muchas veces no presentan
efecto antimicrobiano y unicamente refrescan el aliento y reducen la halitosis (Miiller

etal. 2017).

Los CVS (sulfuro de hidrégeno y metil mercaptano) son gases subproducto de la
putrefaccion bacteriana, y se consideran los principales responsables de la halitosis. Por
otro lado, también la produccion de metil mercaptano se asocia con patdgenos
periodontales como 7. forsythia, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitansy P. intermedia

(Marder y Marder 2009; Shinada et al. 2010).

Informes epidemiologicos revelan que el 87% de los casos de mal aliento son causadas
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por patogenos de la cavidad oral, mientras que solo el 5-8% de los casos se atribuyen a

infecciones originadas de oido, nariz y garganta (Peruzzo et al., 2007).

4.5.2.1 Clorhexidina

La clorhexidina es el agente bactericida mas utilizado en la mayoria de los productos
antisépticos orales, baja irritacion, efecto antimicrobiano de alto espectro y que no
requiere prescripcion médica. Sin embargo, se ha descrito que ocasiona irritabilidad de
los tejidos y su actividad depende del pH y se reduce considerablemente en presencia de

materia organica (McDonnell y Russell 1999; James et al. 2017).

Su uso se ha asociado a una serie de efectos adversos locales como la formacion de
manchas marrones extrinsecas en los dientes e inclusive en los tejidos bucales
(particularmente en la lengua), acumulacion de calculo subgingival, lesiones mucosas, y
percepcion alterada del gusto. Por esta razon su uso es limitado, aunque estos efectos
desaparecen una vez se suspenda su uso, a excepcion de las manchas y el calculo que

deben ser retiradas profesionalmente (Addy 1986; James et al. 2017).

4.5.2.2 Triclosan

El triclosan (TCS), o 5-cloro-2- (2,4-diclorofenoxi) fenol, es un antimicrobiano
fenolico clorado sintético de amplio espectro desarrollado en la década de 1960 y
comunmente utilizado en productos comerciales como jabones, desodorantes, champus,
textiles y plasticos, asi como también en la atencidon médica presente en suturas

quirurgicas y protesis (Alfhili y Lee 2019).

Se ha hallado en concentraciones elevadas, en otros productos de cuidado personal
como pasta de dientes, enjuague bucal, desinfectante de manos y jabones quirurgicos. El
TCS se absorbe facilmente en la piel humana y la mucosa oral y se encuentra en varios
tejidos y liquidos humanos seglin estudios que demostraron su absorcion y retencion, asi

como también su capacidad de interrumpir los procesos biologicos. Estudios
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epidemiologicos demostraron que su uso puede tener efectos adversos para la salud al
presentar correlaciones entre concentraciones elevadas de TCS en orina o sangre y efectos

perjudiciales (Weatherly y Gosse 2017).

Se han utilizado antisépticos inorganicos en odontologia como el hipoclorito de sodio
(NaClO), el peroxido de hidrégeno (H202) y el ozono (O3), aunque su uso ha sido limitado
a la desinfeccion debido a su toxicidad en bajas concentraciones, lo que limita su uso como
antisépticos. El hipoclorito de sodio puede causar intoxicacion, asi como una grave
destruccion de los tejidos periapicales principalmente por su oxidacion de proteinas

(Mehra et al. 2000; Noszticzius et al. 2013).

4.6 Dioxido de cloro

El di6xido de cloro (C102; CASRN 10049-04-4) es un agente oxidante en forma de gas
sintetizado por primera vez en 1811, el cual puede variar en color de amarillo a amarillo
rojizo al estar a temperatura ambiente y es estable en la oscuridad, pero inestable a la luz.
Es un fuerte agente oxidante que se reduce facilmente a clorito (ClO2-n; CASRN 7758-
19-2), otro agente oxidante fuerte en condiciones de demanda de oxidantes (Zirwas &

Fichtel, 2018; U.S. Environmental Protection Agency, 2000).

El dioxido de cloro (ClOy) y el anion ClO;™ son oxidantes quimicamente reactivos con
capacidades reductoras de los CVS responsables de la halitosis y a través de esta oxidacion
consume aminoacidos como la cisteina y la metionina que acttian como precursores de los
CVS. El anidn clorito es un potente bactericida para los microorganismos (Kandwal y

Benzair 2014).

Comenzo a utilizarse como agente blanqueador de pulpa para la fabricacion de papel
y también como desinfectante, aunque por tener un precio excesivo no se utilizaba de
manera industrial y fue hasta la década de 1940 cuando comenz6 a utilizarse de rutina
como desinfectante. Las concentraciones en las que se utiliza el dioxido de cloro desde

entonces para el tratamiento del agua son del 5 al 10% y se utiliza también para la
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desinfeccion de alimentos. Este gas al ser inhalado en altas concentraciones es toxico, sin
embargo, al ser aplicado en tejidos humanos de forma soluble en agua ha demostrado tener
ausencia de toxicidad debido a la desactivacion por las defensas intracelulares y su

mecanismo de accidon unico (Noszticzius et al. 2013; Zirwas y Fichtel 2018).

4.6.1 Ventajas del dioxido de cloro

El CIO; ha demostrado ser el agente mdas eficaz contra organismos tipicos como
Staphylococcus y Pseudomonas resistentes al ser comparado con otros antisépticos como
la lejia, el peroxido de hidrogeno, yodoforos y clorhexidina. Tiene ademas actividad
antiviral, antifungica y elimina las esporas bacterianas y las biopeliculas. Ademas, es
antiinflamatorio al neutralizar moléculas reactivas de oxigeno y citocinas y también tiene
un rapido efecto eficaz contra la queratosis pilaris y otras afecciones (Zirwas y Fichtel

2018).

Comparando las concentraciones necesarias para obtener un efecto bactericida se ha
demostrado que en el caso del diéxido de cloro a menudo 1 ppm es suficiente y se
necesitan concentraciones mas altas usando otros desinfectantes para obtener el mismo
efecto (Csikany et al. 2009). No solo desinfecta la superficie de la piel o las membranas
mucosas, puede hacer una desinfeccion mas profunda penetrando a varias décimas de mm
o incluso mas profundamente en la piel dependiendo su concentracion y tiempo de uso.
Esto se debe a que se disuelve bien en la fase lipidica apolar de la membrana celular y por
ello las membranas celulares no pueden evitar que el ClO2 penetre en los tejidos (Csikany

et al. 2009).

Al ser volatil, el CIO; no impide el proceso de cicatrizacidon ya que solamente esta
presente hasta que se evapora el agua y el dioxido de cloro, ya que el desinfectante es
necesario solamente en lo que se eliminan los patdgenos, por lo que también se puede
considerar como un biocida ideal a este respecto. En cambio la incapacidad de la
clorhexidina para permitir el cierre completo del tejido blando puede deberse en parte por

su citotoxicidad ante los fibroblastos gingivales. De la misma manera inhibiendo
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significativamente su unidon posterior a la exposicion de las superficies de las raices

dentales. (Csikany et al. 2009; Myneni Venkatasatya et al. 2017; Lang et al. 2021).

El CIO; puede ser un nuevo adyuvante preventivo asi como terapéutico en el cuidado
bucal tanto en la practica de cirugia bucal o dental como en el hogar ya que su alta pureza
tiene una eficacia desinfectante potente en microoganismos orales ademas de tener un
efecto de disolucion de la biopelicula superior a otros antisépticos. Al ser incorporado en
enjuagues bucales ha demostrado una reduccion en los niveles bacterianos de S. mutans 'y
Lactobacillus, Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Yersinia enterocolitica, Kle-
bsiella pneumoniae, Streptococcus, pyogenes grupo A, Salmonella typhomurium y

Bacillus subtilis (Harakeh et al. 1988; Herczegh et al. 2013).

Los enjuagues de C1O2 no contienen alcohol, no afectan el sabor, no causan reacciones
alérgicas, no mancha los dientes o tejidos y no promueve la formacion de célculo. Ademas
sus iones radicales no promueven el desarrollo de especies resistentes. Tienen la capacidad
de alterar y penetrar las biopeliculas permitiendo asi una menor acumulacion de placa
dentobacteriana y al mismo tiempo mejorar la absorcion de fluoruro en la superficie del
esmalte. Al ser utilizado en conjunto con el surfactante Sarkosyl puede permitir una
penetracion mas profunda del ClO; estabilizado y el fluoruro de sodio ((Marder y Marder

2009; Kerémi et al. 2020; Mynenivenkatasatya et al. 2020).

El ClO; se ha estudiado como descontaminante del agua, para el tratamiento topico de
la candidiasis atréfica cronica, para el tratamiento sintomatico de la periodontitis, y para
el tratamiento de la halitosis, que inclusive con un uso unico de un enjuague bucal que
contiene dioxido de cloro mejora significativamente el aliento y reduce la intensidad del
mal olor al menos por 4 horas. Han demostrado disminuir la placa, la acumulacién de
recubrimiento de la lengua y los recuentos de F. nucleatum en la saliva. También, es mas
biocida y menos peligroso para la salud humana que las soluciones acuosas de cloro.
Incluso es posible mantener limpio el operatorio dental utilizando 4 mg/L de gas de ClO>
en conjunto con el uso de un aire acondicionado con un filtro de plasma y un filtro HEPA

(Frascella et al. 1998; Marder y Marder 2009; Kuroyama et al. 2010; Shinada et al. 2010).
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Ha demostrado que en una concentracion de 0.02% en 10 minutos es capaz de eliminar
por completo los microorganismos y el virus de la hepatitis C de intrumentos dentales en
conjunto con el ultrasonido y puede ser una alternativa a desinfectantes toxicos (Watamoto

etal. 2013).

Eluso de ClO; ayuda a los mecanismos protectores naturales del cuerpo a contrarrestar
agentes infecciosos que al no ser neutralizados adecuadamente pueden provocar la
enfermedad. Sus mecanismos bioquimicos ayudan al sistema inmunologico a destruir

organismos patdgenos al poner a disposicion una forma activa de oxigeno (Young 2016).

Su ingesta por humanos ha sido estudiada y no se han observado efectos toxicos
sistémicos dado que es agente antimicrobiano selectivo de tamafio que explica
tedricamente por qué las soluciones de ClOz letales para los microbios no son dafiinas para
los humanos. De modo que, la selectividad de éste entre humanos y bacterias no se basa
en su diferente bioquimica, sino en sus diferentes tamafios. (Harakeh et al. 1988; Lang

etal. 2021).

Su citotoxicidad ha sido evaluada en células madre del ligamento periodontal y se ha
demostrado que no tiene un efecto significativo sobre la viabilidad de éstas en
concentraciones que son toxicas para los microbios y se aplican en la practica dental. Al
tener una alta propiedad selectiva del tamafio, mata a los microbios pero sin dafiar las
células madre que son mas grandes. El tiempo de muerte de una célula o una biopelicula

es proporcional al cuadrado de su dimension caracteristica (Lang et al. 2021).

4.6.2 Limitaciones y precauciones

El CIO; debe ser de calidad y no contener impurezas, de lo contrario puede representar
un problema para su uso en los alimentos y en contacto con el cuerpo humano. Los
reactivos impuros (10% de HoSO4y 15% NaClO») y subproductos de la reaccion (Clz) son

los principales en causar impurezas. El Cl> puede reaccionar con materia orgénica para
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formar trihalometano, un carcindgeno. El clorito y el clorato pueden ser perjudiciales para

la salud (Ma et al. 2017).

En Estados Unidos el ClO; es utilizado aproximadamente por el 5% de las grandes
plantas para tratar el agua potable y se estima que 12 millones de personas pueden llegar

a estar expuestas al ClO2 y a los iones de clorito.

Al entrar al cuerpo, el ClO; actua rapidamente y se transforma en iones de clorito, los
cuales se convierten en iones de cloruro al momento de su descomposicion. Normalmente
el cuerpo utiliza estos iones en muchos procesos y después algunos son eliminados por la
orina en cuestion de horas o dias. Los iones de clorito que no se descomponen también

son secretados en su mayoria por la orina al cabo de unos cuantos dias.

La Agencia de Proteccion ambiental de los Estados Unidos regula la concentracion
maxima permitida como desinfectante del Cl1O2a 0,8 mg/L. Asimismo, la Administracion
de Seguridad y Salud Ocupacional definié los limites de exposicion premisibles de
concentraciones ClO;:

e Industria general: 0,1 ppm y 0,3 mg/m3;

e Industria de la construccion: 0,1 ppm y 0,3 mg/m3 promedio ponderado en el
tiempo (TWA);

e Valor limite umbral de la Conferencia Estadounidense de Higienistas
Industriales Gubernamentales: 0,1 ppm y 0,28 mg/m? TWA; 0,3 ppm y 0,83
mg/m? limite de exposicion a corto plazo (STEL);

e Limite de exposicion recomendado por el Instituto Nacional para la Seguridad

y Salud Ocupacional: 0,1 ppm TWA; 0,3 ppm STEL (Ma et al. 2017).
La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional en el afio 2004 (OSHA por sus

siglas en inglés) establece el limite de exposicion ocupacional al ClO, de 0.1 ppm (0.28

mg por m?) para una jornada de 40 horas por semana que vienen siendo 8 horas diarias.
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El CIO:> se volatiliza facilmente estando en solucidon acuosa entre los 10°Cy 15°Cy
es bastante estable al estar en solucion fresca, en la oscuridad y en un recipiente cerrado
herméticamente. La catalizacion de la descomposicion se lleva a cabo incluso en la
oscuridad. Al ser volatilizado se descompone en cloro y oxigeno. Los cloruros en solucion
al ser expuestos al ruido, calor, llamas y a presion, catalizan la descomposicion, en
concentraciones minimas. Puede ser explosivo si se descompone a una presion parcial >

40 kPa (Dobson y Cary 2002).

25



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diseiio del estudio

Es un estudio comparativo que estudio dos o mas muestras, con conocimiento abierto,

experimental, con una sucesion de eventos prospectivo y transversal.

5.2 Universo de estudio

Cepas de P. gingivalis ATCC 53978 — Virulenta (W8§3).

Cepas de F. nucleatum ATCC 10953.

Cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC; 4318).

Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH) (ATCC; PCS-201-018).

A o e

Células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC).

5.3 Tamano de la muestra

Se realizaron 3 pruebas diferentes:

a) En la prueba de halo de inhibicidn se realizaron 2 repeticiones utilizando 5 cajas
Petri por cada una de las 3 bacterias y un co-cultivo de las 3 bacterias con 5 resultados por
caja, siendo un total de 200.

b) Se realizé una prueba germicida por cada bacteria y un co-cultivo obteniendo 4
resultados en total.

c¢) Se realizaron pruebas de citotoxicidad en fibroblastos y células mononucleares de

sangre periférica (PBMC).

5.4 Descripcion de procedimientos

Todos los procedimientos fueron realizados en la Unidad de Odontologia Integral y
Especialidades en el laboratorio del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de

la Salud (CIDICS) de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
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5.4.1 Obtencion del dioxido de cloro a diferentes concentraciones

Se mezcl6 el clorito sodico (NaClO; al 25%) y el acido clorhidrico rebajado (HCI al
4%) en relacion 1:1(Figura 6). Se esper6 de 30 segundos a 1 minuto para que ocurriera

la reaccidn y se generara el gas C1O2 que tiene un color amarillo dorado.

Figura 6: Soluciones de clorito sodico (NaClO; al 25%) y é4cido clorhidrico rebajado
(HCI al 4%)

Se realizaron concentraciones de C10; al 100%, 50% y 0.10% mezclando con agua

destilada (Figura 7).
Obtencion del ClO: a diferentes concentraciones

NaClOz2 al 25% + HCl al 4%
1:1

|

30's -1 min CIO2 al 100%

\ +100 ml de CIO2

ClO2 al 50%

Diluir con agua destilada +100 ml de CIO2
» 100 ml de agua destilada

ClO2 al 0.10%
*1 ml de CIO2
» 100 ml de agua destilada

Figura 7: Obtencion del ClO; a diferentes concentraciones
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5.4.1.1 Preparacion del CDS a 3,000 ppm (0,3%)

. En un tarro de cristal de 0,5 L con 250 ml de agua filtrada o destilada se coloco
un vaso pequefio con 5 ml de clorito sddico al 25% activado con 5 ml de acido
clorhidrico al 4% sin que se mezclen con el agua.

Se cerré herméticamente con la tapa de cristal durante 12 horas y se guardé en la
oscuridad.

. Una vez terminado, se enftrio el liquido en el refrigerador y se llevo al exterior
para sacar el vaso del concentrado sin derramar.

. En el exterior se abri0 y se sustituyo (con la misma agua del tarro) por otro vaso
pequeiio de 5 ml de clorito sodico al 25% y 5 ml de acido clorhidrico al 4% en el
mismo tarro.

Se cerr6 herméticamente con la tapa de cristal durante otras 12 horas y se guardé
en la oscuridad.

. El agua se volvi6 amarilla y se obtuvo el concentrado de CDS a 3,000 ppm que
fue rectificado con tiras reactivas (Figura 8).

. Este concentrado de CDS posteriormente se diluy6 con agua: 10 ml de CDS en 1

litro de agua destilada.
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Figura 8: CDS a 3,000 ppm

5.4.2 Experimento 1: Prueba de citotoxicidad

5.4.2.1 Citotoxicidad en fibroblastos

Informacién obtenida de la pagina de la ATCC:

Descongelacion y cultivo celular:

1.

El criotubo conteniendo un numero de 1 x10° células/mL fibroblastos gingivales
ATCC PCS-201-018 fue sumergido en un recipiente conteniendo agua
precalentada.

Una vez descongelado y el criotubo, fue inmediatamente suplementado con medio
de cultivo completo (DMEM, 5% Suero fetal bovino y antibidtico antimicético
1x) a una relacion de 1:4 (ej. ImL de células mas 3 mL de medio de cultivo
completo.

Las células se centrifugaron a 100-200 rpm durante 10 min.

Una vez las células fueron centrifugadas se pudo observar un sedimento células

que se le debe retirar el sobrenadante.
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El sedimento celular fue resuspendido en 5 mL de medio de cultivo completo y se
transfirié a un frasco de cultivo celular de 25 cm?.

Luego este frasco conteniendo las células se incubd por 24-72 horas en
condiciones de 5% de CO2 y 95% de oxigeno a 37°C.

El crecimiento células pudo ser observado bajo microscopia Optica a un aumento
de 10X o 40X.

La confluencia fue del 90% de crecimiento celular, antes de la fase de plato.

Subcultivo de fibroblastos gingivales ATCC PCS-201-018 (Figura 9).

1.
2.

Se retir6 y desecho el medio de cultivo.

Se enjuag6 brevemente la capa celular con PBS 1X para eliminar todos los rastros
de suero que contiene inhibidor de tripsina.

Se agregaron de 2.0 a 3.0 mL de solucion de tripsina-EDTA, se incub6 5-15 min
a condiciones generales de crecimiento y observe las células bajo un microscopio
invertido hasta que la capa de células se disperse.

Nota: Para evitar la formacion de grumos, no se agitaron las células golpeando o
agitando el matraz mientras se esperaba que las células se desprendan. Las células
que son dificiles de separar se colocaron a 37° C para facilitar la dispersion.

Se agregaron de 6.0 a 8.0 mL de medio de crecimiento completo (para inactivar el
efecto de la tripsina) y se aspiraron las células pipeteando suavemente.

Se agregaron alicuotas apropiadas de la suspension celular a nuevos recipientes de
cultivo.

Los subcultivos se establecieron entre 5 x 10° y 8 x 10° células viables / cm?.

Se incubaron cultivos a 37° C.

Intervalo: Se mantuvieron los cultivos a una concentracion celular entre 5 X 103 y

8.0 X 10* células / cm?.

30



Figura 9: Subcultivo de fibroblastos gingivales

Plaqueo de células (Figuras 10y 11)

En una caja de 96 pozos, se sembraron:

1. Control negativo: en la primera fila, se sembraron fibroblastos gingivales mas
medio de cultivo.

2. Control positivo: segunda fibroblastos gingivales con Triton 5%.

3. En la tercera fila, fibroblastos gingivales con clorhexidina al 0.12%

4. En la cuarta fila, fibroblastos gingivales con dioxido de cloro al 0.10%

Figura 10: Tratamientos CDS y CIO;
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Figura 11: Plaqueo de células con tratamientos

5.4.2.2 Citotoxicidad en Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC)

Extraccion de PBMC

La sangre colectada con anticoagulante se colocd en un tubo cénico de 50 mL y se
diluy6 en PBS estéril en una relacion 1:1. En dos tubos conicos de 15 mL se agregaron 6
mL de Ficoll-Hypaque. Después se afiadieron 8 mL de sangre lentamente por las paredes
en los tubos conico de 15 mL con Ficoll-Hypaque (Figura 12) a una velocidad en que no

se mezclaron las dos fases.
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Figura 12: Medio en gradiente de densidad Ficoll-Paque para aislamiento de células
mononucleares

Una vez en el tubo la sangre y el Ficoll-Hypaque, se centrifugaron a 3000 rpm por 30

min a temperatura ambiente (Figuras 13 y 14).

Figura 13: Sangre centrifugada
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Figura 14: Células mononucleares de sangre periférica

Al formarse las capas en el tubo por diferencia de gradiente, se tomd la capa de color
blanco, que es donde se encuentran las células mononucleares. Después se realizaron 3
lavados del pellet con PBS estéril para eliminar los restos del Ficoll-Hypaque. Las células
fueron mantenidas en medio RPMI-1640 con L-glutamina y suplementado con 10% de
suero fetal bovino inactivado y antibiotico-antifungico 1X. Las células se incubaron a 37
°C en una atmosfera humeda y 5% de CO> en frascos de 25 cm?. Se revisaron
periddicamente (Gomez-Flores et al. 2019). Posteriormente se suspendieron las células en
medio RPMI completo y se ajustaron a 5x10* células/mL. Se colocaron 100 pL del cultivo
en placas de 96 pozos de fondo plano y se colocaron 100 puL de los tratamientos. Se
utilizaron 100 pL del antineoplasico vincristina (100 pg/mL) como control positivo y 100
pL de medio de cultivo como control sin tratar. Posteriormente se incubaron los cultivos
durante 48 h a 37 °C en una atmdsfera huimeda con de 5% COx. Al finalizar este periodo
de tiempo, se colocaron 15 pL de MTT a una concentracion final de 0.5 mg/mL y se
incubaron por 3 h. Después se afiadieron 80 pL de DMSO a todos los pozos y se
determinaron las densidades oOpticas (DO) a 570 nm (Quintanilla-Licea et al. 2016). El

porcentaje de citotoxicidad se determin6 mediante la siguiente formula:
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) o DOg,, células tratadas
% citotoxicidad = 100 — ( - X OO)
DOc,, células no tratadas

5.4.2.3 Recoleccion de datos

Se procedi6 a colocar la caja de 96 pozos en el espectofotdometro iMark Microplate
Reader (Figura 15) con un filtro de 570 nandémetros para el conteo de las células en
nanometros. Cont6 la cantidad de masa que hay. Entre menor haya sido el numero hay
mas muerte celular. Entre mas células vivas haya, més se obstruy¢ el paso del laser y te
dio un conteo menor. Si hubo muerte celular, no habia que obstruyera el laser y el conteo

era mayor. Entre mayor era el numero habia menos muerte celular.

Figura 15: Espectofotometro iMark Microplate Reader

5.4.3 Experimento 2: Prueba de halo de inhibicion

5.4.3.1 Activacion de las bacterias
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En la campana de flujo, con una pipeta se tomaron cada una de las cepas y se inocularon
por separado en nuevo medio de cultivo de tripticaseina de soya y se incubaron a 37° C

por 24 horas hasta que llegaron a su curva de crecimiento exponencial.

Después de la activacion de las bacterias (Figura 16), se tomaron bacterias del cultivo
y se tomd una lectura inicial de la concentracion de las bacterias por medio del
espectofotometro en el SmartSpec Plus, Bio Rad con un filtro de 655 nandémetros. Se
diluy6 hasta obtener la concentracion deseada. La concentracion en nanometros debe ser

la misma para cada bacteria.

Figura 16: Activacion de bacterias P. gingivalis, F. nucleatum 'y A.
actinomycetemcomitans

5.4.3.2 Inoculacion de las bacterias

Se sembraron placas de Petri en medio de tripticaseina de soya (Figura 17), con cultivos
puros de las siguientes bacterias: F.nucleatum, P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans,
asi como un co-cultivo de las 3 bacterias. Siendo un total de 5 cajas Petri por cultivo

(Figuras 18 y 19).
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Figura 18: Preparacion de placas de petri con tripticaseina de soya
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Figura 19: Bacteria F. nucleatum activada

Utilizando un hisopo el cual se humedeci6 del nuevo medio de cultivo de la cepa de F.
nucleatum, se llevo al medio de agar tripticaseina de soya, y se procedid a repartir
mediante el método de difusion en Agar por toda la superficie (Figura 20). Se dejo de 3 a

5 minutos para el secado.
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Se realiz6 el mismo procedimiento para la inoculacion de P. gingivalis (Figura 21).

I No.9823
o L0 e ekl

Figura 21: Bacteria P. gingivalis activada

La inoculacion de 4. actinomycetemcomitans se realizo de la misma manera, pero todo
el procedimiento se llevd a cabo dentro de la cdmara de anaerobios (Figuras 22 y 23) por
ser una bacteria anaerobia facultativa que se desarrolla mejor en condiciones de

anaerobiosis.

Figura 22: Camara de anaerobiosis
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Figura 23: Método de difusion en agar de A. actinomycetemcomitans en la camara de
anaerobiosis

En el caso del cultivo mixto se utiliz6 un hisopo estéril por cada cepa y se repartié de
igual manera mediante el medio de difusién en Agar por toda la superficie dejando secar

de 3 a 5 minutos.

Una vez realizados los cultivos, para cada cepa se procedid a colocar con pinzas
estériles los discos embebidos con soluciones de ClO», siendo una de las siguientes
concentraciones por caja Petri: 100%, 50% y 0.10% (experimental)(Figura 24). Por cada
bacteria en una caja Petri se colocaron discos embebidos en suero (control negativo) y

en otra caja Petri se colocaron los discos embebidos de clorhexidina al 0.12%
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(Perioxidin) (control positivo) siendo un total de 5 discos en las respectivas cajas Petri

(Figuras 25 y 26).

Figura 24: Concentraciones de C102 al 100%, 50% y 0.10%
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F. nucleatum

POOPOS

ClO2 al 100% ClO2 ¢ ClO2 al 010% Clorhexidina al 0.12% Suero fisiolégico

P. gingivalis

POOOS

ClO2 al 100% ClO2 al 50% ClO2 al 0.10% Clorhexidina al 0.12% Suero fisiolégico

A. actinomycetemcomitans

POOS

ClO2 al 100% ClO2 al 50% ClO2 al 0.10% Clorhexidina al 0.12% Suero fisiolégico

Co-cultivo

POOOS

ClO2 al 100% ClO2 al 50% ClO2 al 0.10% Clorhexidina al 0.12% Suero fisiolégico

Figura 25: Imagen ilustrativa de prueba de halo de inhibicion
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Figura 26: Division y marcaje de cajas petri

Posteriormente se marcaron las cajas (Figura 27), se metieron en bolsas de pléstico, se
les afiadi6 gas y se cerraron bien. Finalmente se introdujeron las placas Petri en la
incubadora (Thermo scientific INC-UOIE-01) (Figura 28) invertidas (la tapa hacia abajo)

para evitar la evaporacion, a 37 °C por 24 horas para luego proceder con la lectura.

Figura 27: Cultivos de bacterias en las cajas petri con sus respectivos discos embebidos
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Figura 28: Incubadora (Thermo scientific INC-UOIE-01)

5.4.3.3 Recoleccion de datos

La medicion de los halos de inhibicion de los cultivos se realizd con calibrador vernier
digital. Dichos datos fueron obtenidos con ayuda de la Doctora Myriam Angélica de la
Garza Ramos jefa de la UNIDAD DE ODONTOLOGIA INTEGRAL Y
ESPECIALIDADES del CIDICS de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.
Basandose en las escalas establecidas por Duraffourd (1983) la cual determina que: “El
didmetro del halo de inhibicion es:

1. Nula (-) si fue inferior o igual a 8§ mm
2. Sensible (Sensible =t+) de 9 a 14 mm
3. Muy sensible (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm

4. Sumamente sensible (S.S.= +++) si fue igual o superior a 20 mm

5.4.4 Experimento 3: Prueba germicida

Esta prueba se realiz6 en base a la norma mexicana 040 Métodos generales de analisis
— Determinacion de la actividad antimicrobiana de productos germicidas (NMX-BB-040-

SCFI-1999).
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5.4.4.1 Preparacion de soluciones

1. Solucion amortiguadora de fosfatos 0,25 %

En un matraz volumétrico de 1,000 mL, se disolvieron 34 g de fosfato monobasico
de potasio en 500 ml de agua, se ajusté el pH entre 7,1 y 7,3 con la solucion de
hidroxido de sodio, se afor6 con agua, mezclo y distribuy6 en porciones de 100 ml. Se
esterilizd en autoclave a 121°C durante 15 min, se dejo enfriar y se conservd en

refrigeracion.

Para preparar la solucion amortiguadora de fosfatos (Figura 29) diluida se
colocaron 1,25 ml de la soluciéon amortiguadora de fosfatos 0,25 % en un matraz

volumétrico de 1 litro.

oS oure
con auantes

o e pang

Figura 29: Solucién amortiguadora de fosfatos

2. Solucion neutralizante concentrada
Se mezclaron 40 g de lecitina de soya, con 280 ml de polisorbato 80 ml y 1,25 ml
de la solucion amortiguadora de fosfatos, se diluy6 con agua hasta obtener un volumen

final de un 1 litro; se ajustd el pH a 7,2 con la solucion volumétrica de hidroxido de
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sodio o la solucion volumétrica de acido clorhidrico, se distribuyd en porciones de 100

ml. Se esterilizd en autoclave a 121°C durante 20 min.

Para preparar la solucion neutralizante (Figura 30) diluida se mezclaron 100 ml de
la solucion neutralizante concentrada con 25 ml de la solucion amortiguadora de
fosfatos 0,25 %, se adiciond 1,675 ml de agua, se mezclo y distribuy6 en porciones de
9 ml en tubos con rosca de 20 mm x 150 mm. Se esteriliz6 en autoclave a 121°C

durante 20 min.

Figura 30: Solucién neutralizante

3. Agar neutralizante
Se mezclaron 11.5 g de Agua neutralizante mas 500 H>O D5) y 25 ml de la

solucion neutralizante concentrada.

4. Caldo neutralizante

Se mezclaron los siguientes componentes:
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Triptona 2.5g
Dextrosa 5¢g
Extracto de levadura 1.3g
Tioglicolato de sodio 0.5g
Tiosulfato 3g
Polisorbato 80 2.5g
Bisulfato de sodio 1.3g
Lecitina de soya 3.5¢g
Purpura de Bromocresol | 0.01g
Agua destilada 500 ml

Se calento hasta la disolucion, se ajusto el pH a 7,2 y se esteriliz6 en el autoclave a

121°C durante 15 min.

5.4.4.2 Preparacion de las bacterias
Se activaron las bacterias en el caldo que corresponden a 24 h. Se sembraron

posteriomente en cajas de Agar Nutritivo por estrias o con hisopo en toda la caja Petri.

Una vez que crecieron las colonias se les derram¢é solucion salina (suero fisiologico)
(3 mL) para separarlas realizando movimientos circulares y se transfirié el sobrenadante
a un tubo de ensayo estéril y se continu6 diluyendo con la misma solucidon hasta obtener

una suspension que leida a una longitud de onda de 580 nm.

De acuerdo con la absorbancia obtenida del cultivo celular se ajustd a 75a 125x 103
de acuerdo con la escala del nefelémetro de McFarland #10. Lo anterior se verifico de
acuerdo a lo indicado en la norma oficial mexicana NOM-092-SSA1 y se consideraron

estos valores para analisis futuros.

5.4.4.3 Determinacion de la cuenta viable inicial

A un matraz Erlenmeyer que contenia 99 ml de la solucion amortiguadora de fosfatos
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diluida estéril, se transfirio 1 mL de la suspension de los microorganismos de prueba y se
efectuaron las diluciones decimales necesarias para obtener placas que contuvieran cada

una entre 25 y 250 colonias.

Se colocd en cajas de petri estériles, por duplicado 1 mL de cada dilucion, se agrego6 a
cada placa de 15 mL a 18 mL de agar para métodos estandar, se homogeneiz6 y dejo
solidificar. Posteriormente se invertieron las cajas de petri y se incubaron durante 48 h a
30°C - 35°C y se contaron las colonias contenidas en cada una de las cajas, en un cuenta

colonias.

5.4.4.4 Determinacion de las células sobrevivientes

a) Preparacion de la muestra:
Se realiz6 la dilucion del CDS al 0.3% tomando 10 ml de CDS diluido en 1L de agua

destilada estéril obteniendo una concentracion de .003%.

b) Inoculacion de la muestra:

Para cada uno de los microorganismos de prueba (P. gingivalis, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans 'y co-cultivo) se midié exactamente y por duplicado 99 mL de la
dilucién de CDS, y se transfirié a los tubos de 50 mL con tapon de rosca estériles. Se
agitaron los tubos (Figura 31), se suspendié la agitacion, justamente antes de la
inoculacion, para que en el momento de la misma, atn existiera movimiento residual del

liquido y asi facilitar la incorporacion del indculo.
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Figura 31: Mezcla para incorporacion del indculo

Se inoculd en forma individual cada tubo con cada uno de los microorganismos de
prueba en el centro de la superficie del liquido, evitando tocar con la pipeta, el cuello o

las paredes del tubo.

Se agit6 el matraz con la muestra inoculada y exactamente 30 s después de la
inoculacion, se transfirié 1 mL de la misma, a un tubo de ensayo conteniendo 9 mL de la
solucion neutralizante diluida o del caldo neutralizante, se mezcld y transfirid6 por
triplicado alicuotas de 1,0 mL a cajas de petri estériles y se continu6 diluyendo hasta tener
las diluciones necesarias para obtener placas que contengan de 25 a 250 colonias, y se
agregd a cada placa de 15 mL a 18 mL del medio agar para métodos estandar con
neutralizante, se homogeneizo, y se dejo que solidificara. Después se invirtieron las placas
y se incubaron durante 48 h entre 35°C a 37°C. Después del periodo de incubacion, se

contaron el nimero de UFC en las placas (Figura 32).

Una vez que se obtuvo el resultado del conteo de las UFC y se multiplicé por el factor
de dilucion obtener la cuenta viable de bacterias en nuestra muestra (factor de dilucién

10x10%).
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Cuenta viable 75a 125 X 10 ° UFC / mL
- inioial:
10 ul de bacteria + <
1,000 ul Ci0zx 30 ,—

- PRUEBA GERMICIDA DEL CIO2

( l ) 10 ul de tubo a tubo

10 mlaguaestéril +  Bacteria +tx
2 asadas de bacterias neutralizada
(T |
. BB | s000u _
de

‘ 9,000 ul
de

solucién - ©
neutraiiza » » » » » » » » » ‘ solucién
» » » » » 1

% de reduccion = 100 - s x 100
cv

24 horas Conteo de células

sobrevivientes

Figura 32: Imagen ilustrativa del procedimiento de la prueba germicida

5.5 Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico se utilizard el programa Graph Pad Prism7.
Expresando como media +-SD de determinaciones por triplicado de tres experimentos
independientes para los resultados de citotoxicidad y actividad antimicrobiana. Los datos
fueron analizados mediante pruebas de ANOVA de una via, prueba de comparacién
multiple de Dunnet. Los valores de IC50 se reportaran con intervalos de confianza del

95%.
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6. RESULTADOS

La evaluacion de los diferentes reactivos se realizd una vez preparados segun los
protocolos establecidos para su evaluacién, determinando su compatibilidad

(citotoxicidad) o seguridad para ser empleados en un futuro en cavidad oral.

6.1 Prueba de viabilidad del C102y CDS en células sanas.

Las diluciones de los tratamientos partieron de las concentraciones de C1O2 (100%) y
CDS (0.3%) en agua estéril para determinar su efecto sobre células PBMC y FGH (células
sanas) para determinar su grado de citotoxicidad. Los resultados demuestran que las
concentraciones de 12.5% de CDS muestra un porcentaje aproximadamente del 10% de
citotoxicidad con diferencia estadistica altamente significativa en comparacion con el
control no tratado en un tiempo de exposicion de 48 horas en comparacion con el ClO;
que present6 altos porcentajes de citotoxicidad con un porcentaje aproximado del 60%
desde la concentracion mds baja mediante con diferencia altamente significativa en
comparacion con el control no tratado en la linea celular PBMC (Tabla I) (Figura 33). En
cuanto a la linea celular FGH, el CDS no presentd citotoxicidad en ninguna de las
concentraciones utilizadas, mientras que el ClO; presentd un porcentaje de citotoxidad del

40% a una concentracion de 6.25% en comparacion con el control (Tabla II) (Figura 34).
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Concentracion (%)

Tabla I:Efecto citotoxico del CDS y ClO> en células humanas

COLED \& A‘ % U . :
Figura 33: Placa de 96 pozos con tratamlentos de ClOz de menor a mayor concentracion
en células PBMC. Filas 11 y 12 controles negativos.
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Tabla II: Efecto citotoxico del CDS y ClO; en FGH
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Figura 34: Placa de 96 pozos con tratamientos de ClO; (filas A — D) y CDS (filas E — H)
de mayor a menor concentracion en FGH.

6.2 Actividad antimicrobiana del C10; y CDS.

6.2.1 Prueba de halos de inhibicion del ClO;

Como se puede observar en la Tabla IIIA, a las 24 h de incubacién, el efecto
antimicrobiano del ClO» fue mayor al porcentaje del 100% mostrando un didmetro de
inhibicién sumamente sensible en F. nucleatum con un halo de inhibicién de 37 mm y un
porcentaje de inhibicion del 100% (Tabla IITA). Al disminuir el porcentaje de C1O2al 50%
se mostrd un decremento significativo de inhibicion, sin embargo P. gingivalis fue muy
sensible al tratamiento. Al porcentaje del 0.10% de ClOz el didmetro de halo de inhibicién
fue nula con halos menores de 9 mm. A las 72 horas (Tabla II1IB) la mayoria de los valores
disminuyeron independientemente del tratamiento utilizado. La clorhexidina mostr6 los

valores uniformes en ambos tiempos.
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Halo de inhibicion (mm)
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Il F. nucleatum P. gingivalis Il A. actinomycetemcomitans [ Co-cultivo

Tabla III: Efecto antibacteriano de ClO: en bacterias periodontopatéogenas. A)
Evaluacion 24 h. B) Evaluacion 72 h.

Figura 36: Halos de inhibicion de F. nucleatum a las 24 h
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Figura 40: Halos de inhibicion de P. gingivalis a las 72 h
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Figura 41: Halos de inhibicion de A. actinomycetemcomitans a las 72 h

6.3 Prueba germicida por UFC del CDS

Figura 42: Conteo de UFC de P. gingivalis
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Figura 44: Conteo de UFC de 4. actimomycetemcomitans
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Figura 45: Conteo de UFC de co-cultivo

La tabla IV muestra los resultados para la prueba germicida con CDS al 0.003%. Los
valores muestran una declinacion estadisticamente significativa de las UFC al someterse
al tratamiento con CDS. P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans fueron muy sensibles
al CDS con porcentajes de inhibicion mayores al 90%. El co-cultivo tuvo un porcentaje
de inhibicion del 100%. Por el contrario F. nucleatum no fue tan sensible al tratamiento y

tuvo un porcentaje inhibitorio menor al 60%.

59



CDS 0.003%

100 -

80 -

60

40 -

% Inhibicion

20 1

Tabla I'V: Efecto antimicrobiano del CDS en bacterias periodontopatdgenas.
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7. DISCUSION

Lang et al. en el 2021, evaluaron el efecto citotoxico en un andlisis impedimétrico que
mide la densidad celular en un sistema en tiempo real del ClO> comparado con otros 2
agentes antomicrobianos convencionales (H2O0> y CHX) en células del ligamento
periodontal. En un lapso de 0 a 2 horas después de la aplicacion de los tratamientos con
H>0> al 0,3 %, CHX al 0,02 %, C102 al 0,0025 % o CIOz al 0,00025 %, las células tratadas
con los tratamientos convencionales mostraron un aumento drastico en la muerte celular.
Por el contrario, el ClO2 mostrd menor toxicidad que los tratamientos convencionales y
no provoco cambios morfoldgicos en comparacion con el grupo control (Lang et al. 2021).
En este estudio el porcentaje de muerte celular del ClO2 en FGH en dilucion del 6.25%
fue del 40%. En cambio el CDS al 0.3% en dilucion al 50% y 3.13% (CDS al 0.15% y

0.009%) obtuvo un porcentaje de muerte celular del 30% y 15% respectivamente.

F. nucleatum ha sido propuesta como una bacteria "puente", que ayuda a facilitar
condiciones favorables para otras bacterias que causan halitosis. En contraste con nuestros
resultados, Shinada y colaboradores evaluaron los efectos del enjuague con didxido de
cloro en la halitosis y las bacterias salivales en un ensayo de 7 dias controlado con placebo
en 15 voluntarios masculinos sanos. A un grupo se le dio el enjuague con CIO> y al otro
se le dio el placebo y se les pidi6é que hicieran enjuagues 2 veces al dia por 7 dias. El mal
olor bucal se evaludé con medicion organoléptica para evaluar los CVS y realizaron indices
de placa y gingivales e indice de recubrimiento lingual. Los resultados mostraron una
reduccion significativa en el mal aliento matutino, reduccién de placa, acumulacion de
recubrimiento lingual y el niimero de F, nucleatum en la saliva (Shinada et al. 2010).
Asimismo, Pham y Nguyen reportaron que el uso de un enjuague bucal con 0,1% de ClO2
redujo significativamente las cuentas de F. nucleatum al ser utilizado por 2 semanas en
individuos con halitosis (Pham y Nguyen 2018). Por el contrario en este estudio, F.
nucleatum fue la bacteria que mostrd mas resistencia, sin embargo si mostrd actividad

bactericida de mas del 50%.
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Asimismo el ClO; ha sido evaluado para demostrar su eficacia ante los CVS causantes
de la halitosis. Algunos estudios probaron el tratamiento en las mismas bacterias utilizadas
en este estudio. Downs, Banas, y Zhu demostraron la eficacia in vitro del enjuague Oracare
para la reduccion de la halitosis oral y para tratar y mantener la salud periodontal al
comparar un enjuague bucal a base de dioxido de cloro (Oracare) con clorhexidina para
la actividad antimicrobiana y la capacidad de eliminar los CVS generados por patégenos
periodontales como P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans. El enjuague que contenia
CIO; demostro ser mas eficaz contra A. actinomycetemcomitans que la CHX (Downs et al.
2015). En nuestro estudio se obtuvieron resultados favorables en cuanto a la inhibicion de
A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, 1o que sugiere que el ClO; es efectivo contra
las bacterias periodontopatdgenas y puede ser utilizado para tratar la halitosis. Por otra
parte Pham y Nguyen no pudieron encontrar una reduccion significativa en la carga
bacteriana de A. actinomycetemcomitans o P. gingivalis después de usar el enjuague bucal
con ClOz.al 0,1%, sin embargo provoco una disminucion estadisticamente significativa
en la acumulacion de placa, mientras que los indices de gingivitis y sangrado también
tendieron a reducirse, pero no en una cantidad estadisticamente significativa. (Pham y

Nguyen 2018).

Ma y colaboradores realizaron una evaluacion de la eficacia y seguridad de una
solucion de ClO2 a 2,000 ppm (0.2%) en agua con menos impurezas preparado utilizando
un disefio de proceso ecoldgico patentado. La soluciéon demostré una actividad
antibacteriana, antifingica y antiviral satisfactoria. Se demostr6 baja toxicidad mediante
una prueba de citotoxicidad in vitro. La viabilidad celular de las células de fibroblastos de
pulmon de raton fue del 93,7% a 200 ppm (0.02%) 50 ppm de ClO; no causaron
irradiacion ocular en una prueba de irritacion ocular, los ratones no mostraron anomalias
ni mortalidad en una prueba de toxicidad por inhalacion de 20 ppm de ClO, y
concentraciones de ClO; de hasta 40 ppm no fueron tdxicas para los ratones durante 90
dias en la prueba de toxicidad oral subcronica. Por lo tanto, se demostré un perfil de
seguridad mas alto para ClO2 que los obtenidos en estudios anteriores (Ma et al. 2017).

De manera similar los resultados de citotoxicidad del presente estudio confirman la baja
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citotoxicidad del CDS ante los fibroblastos gingivales con un porcentaje de viabilidad

mayor al 90 % a una concentracion de 0.09%.

Varios estudios evaluando el efecto del ClO; se encuentran en la literatura, que aunque
no sean comparables con los resultados de este estudio, su mencion puede ser relevante

para confirmar su efectividad.

Evaluando la actividad bactericida in vitro del dioxido de cloro, Drake y Villhauer
obtuvieron una inhibicidon del 100% de destruccion de las bacterias periodontopatogenas,
entre ellas P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans utilizando un enjuague bucal con
diéxido de cloro estabilizado (CloSYS). Este tratamiento demostré ser igual de efectivo
que la CHX a los 5 min. En algunos casos CloSYS tuvo mayor efectividad en el marcador
de 1 minuto (Drake y Villhauer 2011). Sin embargo este estudio no describe el porcentaje
de ClO: utilizado por lo que no se puede comparar directamente con los resultados de este

estudio.

Soares et. al en el 2022 evaluaron el efecto clinico de un enjuague bucal que contiene
0,3% de dioxido de cloro (CIO2) en la reducciéon de los CVS. encontrdé una diferencia
estadisticamente significativa entre la solucion de prueba y las soluciones que contenian
cloruro de cetilpiridinio al 0,05 % y placebo, lo que demuestra el efecto oxidante de los
CVS directamente para crear productos sin olor, asi como el consumo de los aminoacidos
que conducen a los CVS. Se encontraron resultados equiparables entre la solucion con
CIO; y la CHX lo que sugiere el uso del ClO2 como un enjuague efectivo sin los efectos
adversos de la CHX (Soares et al. 2013). No obstante, a pesar de que utilizaron la misma
concentracion de ClO,, sus bacterias de prueba no fueron las mismas utilizadas en el
presenta estudio. Las soluciones fueron probadas en S. mitis and S. salivarius por lo cual

no puede haber una comparativa de resultados.

Kandwal y Ghani compararon en un estudio clinico el efecto del enjuague de didxido
de cloro en la gingivitis inducida por placa y la halitosis en 30 pacientes. Los pacientes se

dividieron en 3 grupos: Grupo 1 (10 pacientes con enjuague de dioxido de cloro), grupo 2
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(10 pacientes con enjuague de ClO;y raspado y alisado radicular) y grupo 3 (raspado y
alisado radicular). Se realizaron indices de placa e indice gingival al inicio del estudio, 7
y 14 dias. Se encontré que el enjuague bucal de didxido de cloro con raspado y alisado de
raices era mas efectivo que el raspado y alisado de raices solo, que nuevamente se encontrd

que era mas efectivo que el enjuague de didxido de cloro solo (Kandwal y Benzair 2014).

Frascella, Gilbert y Fernandez compararon la eficacia de un enjuague bucal que
contiene dioxido de cloro para reducir el mal olor bucal se comparé con la de un control
de agua en un estudio cruzado, doble ciego, aleatorizado en 12 sujetos masculinos y
femeninos. Los andlisis de varianza mostraron que la mejora en el agrado del olor bucal
en comparacion con la linea de base para el enjuague bucal que contiene dioxido de cloro
versus el control de agua fue estadisticamente significativa (p <0.05) en todas las
evaluaciones posteriores al enjuague. Demostré que un Unico uso del enjuague con

didxido de cloro reduce el mal aliento por lo menos por 4 horas (Frascella et al. 1998).

Peruzzo, Castelo y Nogueira evaluaron el efecto inhibidor de CVS de un enjuague
bucal disponible comercialmente (di6xido de cloro al 0,1%) en comparacion con su
placebo en estudio doble ciego de 2 pasos, cruzado, aleatorizado en estudiantes de
odontologia con un periodonto sano. Sus resultados sugieren que un enjuague bucal que
contiene dioxido de cloro puede mantener los CVS en niveles mas bajos en el aliento

maotutino (Peruzzo et al. 2007).

En el 2017, Bestari, Sunarto y Kemal realizaron un estudio para determinar la
efectividad del uso de enjuague bucal con diéxido de cloro (Oxyfresh® “Oxygene®) para
abordar la halitosis y obtuvieron una diferencia significativa en cuanto a los CVS en el
grupo de prueba y en el grupo control después de hacer gargaras concluyendo que el

enjuague bucal con didxido de cloro es efectivo para tratar la halitosis (Bestari et al. 2017).

Zirwas y Fitchel reportaron una serie de casos en los que aplicaron un limpiador con
complejo de dioxido de cloro en pacientes con queratosis pilaris y concluyeron que el

lavado con complejo de didxido de cloro condujo a una resolucion rapida y casi completa
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de la queratosis pilar en los pacientes informados. Presenta varios beneficios sobre los

tratamientos existentes, incluido el bajo costo y la facilidad de uso (Zirwas y Fichtel 2018).

En el 2020 Venkei et al. crearon un modelo bésico in vitro para evaluar el efecto
antibacteriano de tres antisépticos ampliamente utilizados (CHX, yodo povidona y ClO>
al 0.12% (Solumium dental)) durante 5 minutos en biopeliculas y encontraron que los mas
efectivos en la eliminacion de las dos bacterias de prueba en ambas superficies de titanio
fueron el ClO; y la yodo povidona por lo que concluyen que ambos pueden ser agentes
antibacterianos prometedores para desinfectar el sitio periimplantario en la préactica dental

(Venkei et al. 2020).

Karakeh, Illescas y Matin examinaron la eficacia bactericida de “Purogene” una
solucion estable de dioxido de cloro utilizando bacterias de interés para el publico
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Klebseilla
pneumoniae, Streptococcus pyogenes (Grupo A), Salmonella typhimurium y Bacillus
subtilis). Los resultados mostraron que Purogene era mas eficaz en su pH mas bajo (3.5),
e indico que al ser reducidas las soluciones de didéxido de cloro a clorito, su eficacia era

reducida, sugiriendo el diéxido de cloro libre como la especie desinfectante activa .
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8. CONCLUSIONES

Al ser un gas, El ClO; mostrd una accidon transitoria ya que se gasifica en
aproximadamente 1 hora. Las pruebas de halo de inhibicién no mostraron resultados
satisfactorios. Esto se pudo deber a la exposicion del ClO> al ambiente y a la luz por
tiempos prolongados en lo que se preparaba el experimento. Por este motivo se optd por
realizar la prueba germicida, la cual mostré resultados prometedores en cuanto al poder

bactericida de esta solucion.

En cuanto a las pruebas de citotoxicidad en células PBMC y fibroblastos gingivales, el
CDS (3,000ppm) demostrd ser menos citotoxico que las diluciones de ClO.. En
concentraciones minimas de estas soluciones hubo un incremento en el nimero de células

que pudiera deberse al poder oxidativo del ClOs,.

El ClO; posee un alto poder bactericida y baja toxicidad. Se ha demostrado su eficacia
en el tratamiento contra la halitosis, la reduccion de placa dentobacteriana y la ausencia
de efectos adversos en su uso prolongado. Con esto se concluye que el ClO2 y el CDS
parece ser un agente antimicrobiano prometedor el cual podria ser utilizado como
coadyuvante en el tratamiento de la enfermedad periodontal y periimplantar asi como el

manejo de la halitosis.

Debido a lo anterior se pudo comprobar o se llego a la comprobacion de la hipotesis...
la cual tenia como premisa que el CDS tendria menor citotoxicidad y un efecto bactericida
in vitro en P. gingivalis, F. nucleatum y A. actinomycetemcomitans homolologo al ClO»

al 0.10%.
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