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I. RESUMEN

Introduccion: Se ha postulado que un correcto tratamiento endoddntico esta basado en
una triada de factores que comprende el acceso endodontico, la preparacion
quimicomecanica y la obturacion radicular. En la etapa de obturacion, el material de
relleno ideal es la gutapercha, pero debido a su falta de adhesion a las paredes del
conducto, debe ir acompafado de un cemento sellador, cuyo papel principal es asegurar
un sellado hermético del sistema de conductos radicular ademas de desplegar actividad
antibacteriana en la medida de lo posible. Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana
de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSEALER Flo contra
E. faecalis a través de ensayos in vitro. Metodologia: Se evalué la actividad
antibacteriana de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, Neo
SEALER Flo, empleando como blancos agua estéril, gentamicina y ampicilina. La
actividad antibacteriana se evalué a través de ensayos de difusion en agar y difusion en
caldo. Para ambos, ensayos las muestras objeto de estudio fueron dispensadas en
discos de papel filtro estéril de 6 mm de diametro, mismos que fueron puestos en
contacto directo sobre la superficie del agar inoculado con E. faecalis (ensayo de difusion
en agar) e inmersos en el seno de caldo de cultivo BHI inoculado con E. faecalis (ensayo
de difusién en caldo). Los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente por
Andlisis de la Varianza de una via (ANOVA) con post hocs Tukey y Bonferroni,
considerando un intervalo de confianza del 95%. Resultados: Los cementos CeraSeal
y EdgeBioceramic Sealer presentaron actividad antibacteriana moderada contra E.
faecalis en ensayos de contacto directo, con diferencia estadisticamente significativa con
respecto a agua estéril y gentamicina, en los tres puntos de tiempo estudiados (p < 0.05,
con respecto a ambos controles). Por otro lado, la actividad antibacteriana de los tres
cementos bioceramicos se validé como nula a través de los ensayos de difusién en caldo,
sin exhibir diferencia estadisticamente significativa en su actividad ni entre ellos ni en
comparacion con los controles de caldo BHI y agua estéril (p > 0.05 en todos los casos).
Conclusion: Con base en los resultados obtenidos, se confirmé la hipétesis alternativa

(H1) de este proyecto.
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2.1. ENDODONCIA

La Endodoncia es una especialidad de la Odontologia, que fue reconocida por la
Asociacion Dental Americana en el afo de 1963, que se encarga de estudiar la
estructura, morfologia y fisiologia de las cavidades dentarias coronal y radicular, que
contienen la pulpa dental y, a su vez, trata las afecciones del complejo dentinopulpar y
de la region periapical, el procedimiento consiste en la limpieza del sistema de conductos
radiculares en el que se eliminan bacterias y tejido necrético para dejar el conducto lo

mas aséptico posible (1,2).

En su ambito integra las ciencias basicas y clinicas que se ocupan de la biologia de la
pulpa, asi como etiopatogenia, el diagndstico, la prevenciéon y el tratamiento de las

enfermedades y lesiones de la pulpa y de los tejidos perirradiculares asociados (3).

La pulpa (Figura 1) es un tejido conjuntivo laco de caracteristicas especiales, que
mantiene relacién intima con la dentina, la que rodea y con la que constituye una unidad
funcional denominada complejo pulpodentinario; ocupa la cavidad central del diente y se
comunica con el ligamento periodontal a través del foramen apical o foraminas apicales,
inclusive por medio de eventuales conductos laterales, por los que pasan elementos

vasculares y nerviosos (4).

Desde un punto de vista histolégico. La pulpa se asemeja bastante a otros tejidos
conjuntivos del cuerpo por su contenido de células, las cuales incluyen a los fibroblastos,
macrofagos y linfocitos, contiene fibras colagenas y reticulares, sustancia fundamental

amorfa, liquido tisular entre otros componentes (4).
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Figura 1. Representacién de la anatomia dental

En la figura se muestra el esquema de un canino inferior con presencia de caries dental y sus
consecuencias sobre los tejidos pulpar y periapical (4).

Ha sido postulado que un correcto tratamiento endoddntico esta basado en una triada
de factores que se relacionan entre si y que incluyen el acceso, la preparacion y la
obturacion radicular. Estos factores no son suficientes para lograr el éxito, pues deben
ser complementados por la irrigacion, la medicacion intraconducto, cuando el caso lo
requiera y un buen sellado coronario temporal y definitivo mediante una adecuada

rehabilitacion de la pieza dentaria con la finalidad de restituir su funcion (2).

2.2. TRATAMIENTO ENDODONTICO

El acceso al conducto radicular (Figura 2) es la primera etapa ya clinica del tratamiento
endoddntico, es el conjunto de procedimientos que se inicia con la apertura coronaria,
esta permite la limpieza de la camara pulpar y la rectificaciéon de sus paredes y se

continua con la localizacién y preparaciéon de su entrada (4).
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Figura 2. Localizacién de los conductos de un molar inferior

En la figura se muestra la entrada de los conductos mesiales y distal después de instrumentarlo
con un abridor (4).

Los accesos ejecutados de manera descuidada o sin observar los postulados basicos
determina el fracaso endododntico. La realizacidon correcta del acceso permitira la llegada
de los instrumentos endoddnticos hasta la constriccion apical con interferencias minimas

o nulas (4).

Posteriormente se procede a su instrumentacion, el tratamiento endoddntico depende
fundamentalmente de la preparacion (limpieza y el modelaje o conformacion) del sistema
de conductos radiculares y de su obturacién, para prevenir el desarrollo de las patologias
periapicales. De esta forma, la instrumentaciéon de los conductos radiculares tiene dos
objetivos los cuales son la limpieza y conformacion, es decir, a la remocién de la infeccién
de la pulpa inflamada y a la creacion o formacién de un espacio para la obturacion,

siempre acompanado de la irrigacion (5).

La asociacion dental americana de endodoncistas, define la irrigacion como el lavado
mediante una corriente de fluido. La irrigacién dentro del conducto radicular promueve la
remocion fisica de materiales de interior del sistema de conductos e introduccion de
quimicos con actividad antimicrobiana, desmineralizante, disolutiva del tejido,
blanqueante, desodorante y proporciona un control cuando hay presencia de sangrado.
Debido a la complejidad del sistema de conductos, refiriéndose a presencia de conductos
laterales, accesorios, istmos, deltas apicales, la instrumentacidon mecanica por si sola no

puede remover todo el tejido infectado y las bacterias que aun permanecen dentro del

4
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conducto. Por lo tanto, es necesario utilizar soluciones irrigantes en asociacion con la

instrumentacién mecanica para lograr este objetivo (5).

2.3. OBTURACION

Una vez instrumentado los conductos radiculares acompanado de una eficiente
desinfeccién mediante la irrigacion, se prepara el diente para su posterior obturacion
(Figura 3) la cual se define como el reemplazo del contenido del conducto radicular y del
espacio creado por la instrumentacion biomecanica por un material que lo rellene en
forma permanente, tridimensional y estable, cerrando toda comunicacién con la cavidad
oral y el periodonto apical. El principal objetivo es crear una barrera hermética a la

penetracion microbiana y a los fluidos tisulares (6).

Figura 3. Obturacion radicular.

En la figura se observa la obturacion de un segundo molar inferior de un solo conducto
radicular (4).

La gutapercha sigue siendo uno de los materiales mas usados, pero debido a su falta de
fluidez y adhesion a las irregularidades del conducto, debe estar siempre combinada con
un cemento sellador, los cuales pueden ser a base de 6xido de zinc y eugenol, hidréxido
de calcio, iondmero de vidrio, a base de resina, y cementos bioceramicos, el cual actua
como interfase entre la masa de gutapercha y la estructura dentaria, ademas, contribuye
a la desinfeccién del conducto gracias a su efecto antimicrobiano, y finalmente es

importante resefar su efecto lubricante, lo que facilita la técnica de obturacion (6).



Il. INTRODUCCION

2.4. BACTERIAS DEL CONDUCTO RADICULAR

Una constante preocupacion por parte del endodoncista es la eliminaciéon de los
microorganismos de los conductos radiculares infectados. En la cavidad bucal existen
aproximadamente 1010 bacterias, con mas de 700 diferentes especies de bacterias, los
que buscan un nicho de nutricion (7). Una de las principales causas de fracaso en
tratamientos de endodoncia es la permanencia de microorganismos en los conductos
radiculares. Dentro de las numerosas especies bacterianas existentes, una de las mas
frecuentemente encontradas en dientes con necrosis pulpar y la mas aislada en aquellos

con recidiva de infeccion es Enterococcus faecalis (E. faecalis) (8).

2.4.1. ENTEROCOCCUS FAECALIS

E. faecalis es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo, que es inmévil y no
esporulado. El tamano de cada célula oscila entre 0.5 y 0.8 micrometros y es habitante
del tracto gastrointestinal humano y de otros mamiferos, aves, reptiles, insectos entre
otros, siendo capaces de colonizar el tracto genitourinario y la cavidad oral (9,10) . Las
células de E. faecalis hambrientas mantienen su viabilidad durante periodos prolongados
y se vuelven resistentes a la irradiacion ultravioleta, el calor, el hipoclorito de sodio, el

peroxido de hidrogeno, el etanol y el acido (11).

La bacteria E. faecalis, que es responsable del 80-90% de las infecciones enterocdcicas
humanas, es la especie de enterococo dominante y suele ser la unica especie
recuperada de los conductos radiculares obturados. Estos hechos indican que E. faecalis
tiene un papel protagonico en el fracaso del tratamiento de conductos y en el caso de

dientes con enfermedad postratamiento (12,13).

E. faecalis se asocia a diferentes formas de enfermedad perirradicular, incluidas las
infecciones endoddnticas primarias y las infecciones persistentes (14). En la categoria
de infecciones endoddnticas primarias, E. faecalis se asocia a lesiones perirradiculares
cronicas asintomaticas con una frecuencia significativamente mayor que a periodontitis
perirradicular aguda o abscesos perirradiculares agudos. E. faecalis se encuentra en el
4 al 40% de las infecciones endoddnticas primarias. Se ha demostrado que la frecuencia

de E. faecalis en lesiones perirradiculares persistentes es mucho mayor. De hecho, los

6
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casos de endodoncia fallida tienen nueve veces mas probabilidades de contener E.
faecalis. Ademas, posee ciertos factores de virulencia, como enzimas liticas, citolisina,
sustancia de agregacién, feromonas y acido lipoteicoico. Se ha demostrado que se
adhiere a las células del hospedador, expresa proteinas que le permiten competir con
otras células bacterianas y altera las respuestas del hospedador. E. faecalis es capaz de
suprimir la accién de los linfocitos, o que puede contribuir al fracaso de la endodoncia
(14).

Cuando se ha identificado E. faecalis en casos de tratamiento endoddntico fallido, se ha
demostrado que es dificil de erradicar durante el retratamiento, ya que se han realizado
estudios y se ha detectado la presencia de E. faecalis en la saliva, que oscila entre el
18.8% a 40.5% y es por esto que se piensa que los dientes sometidos al tratamiento de
conductos que se asocian al retratamiento del mismo, esta asociada a la presencia de
E. faecalis en la saliva. (15,16). Una vez establecido en el conducto radicular, E. faecalis
se enfrenta a varios retos para sobrevivir, incluida la capacidad de resistir a los agentes
antimicrobianos utilizados durante el tratamiento. E. faecalis parece ser muy resistente a
los medicamentos utilizados durante el tratamiento y se sabe que resiste el efecto

antibacteriano del apdsito con hidroxido de calcio (15).

El principal objetivo del endodoncista es disminuir la carga bacteriana del diente tratado
a lo largo de diferentes procesos del tratamiento de conductos, ya que, incluso después
del desbridamiento, la conformacion y la irrigacion de los conductos con agentes
antimicrobianos, no es posible eliminar completamente los microorganismos del sistema
de conductos radiculares. En este sentido, el sellado es una parte esencial del
tratamiento para el éxito a largo plazo, por lo que el uso de cementos selladores con

actividad antimicrobiana podria ayudar a lograr este objetivo (17).

2.5. CEMENTOS SELLADORES

Los cementos selladores del conducto radicular son de suma importancia, ya que estos
sellaran cualquier espacio existente entre la pared dentinaria y el material obturador. Los
cementos selladores también llenan los huecos vy las irregularidades que presenta el

sistema de conductos radiculares, tales como conductos laterales y accesorios, y los
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espacios que quedan entre las puntas de gutapercha usadas en la técnica de
compactacion vertical (18). Entre los factores que intervienen en la obturacién, los
cementos endoddnticos desempefian un papel crucial, dado que este material seguira
actuando y protegiendo el periodonto apical contra los organismos microbianos
presentes (19). De acuerdo con los postulados de Grossman, definidos por primera vez
en el afo de1988, se describié que los requisitos ideales de un cemento sellador son: la
habilidad para adherirse a la superficie radicular tridimensionalmente, no debe ser
citotdéxico y debe ser bien tolerado por los tejidos periradiculares, que tenga buena
estabilidad dimensional, que no sea reabsorbible, insoluble en tejidos orales, soluble con
disolventes, facil de manipular, buena radiopacidad, que no produzca corrosion, proveer

un sellado hermético, no pigmentar la estructura, y ser bacteriostatico o bactericida (20).

Existen diferentes tipos de cementos selladores de conductos radiculares y se pueden
clasificar en funcion de sus principales componentes: cementos a base de éxido de zinc
y eugenol, cementos a base de hidréxido de calcio, cementos a base de iondbmero de
vidrio, cementos a base de silicona, cementos a base de resina y cementos bioceramicos
con la finalidad de mejorar su capacidad de sellado, siendo sometidos a diferentes
pruebas en donde se evaluan su microfiltracion, ya sea a través de la penetracion con

tintes, radioisétopos con aire comprimido, bacterias entre otros (21,22).

2.5.1. CEMENTO A BASE DE OXIDO DE ZINC Y EUGENOL

Es un compuesto inorganico con propiedades antibacterianas, astringente y de
proteccion ultravioleta, resulta eficaz como farmaco antimicrobiano, es ampliamente
usado para tratar una variedad de condiciones en la piel. En odontologia es utilizado con
eugenol, formando asi una mezcla que constituye quizas el mas antiguo de los cementos
dentales, por sus propiedades sedantes y paliativas del dolor pulpar (23). La popularidad
de los cementos selladores a base de 6xido de zinc y eugenol se debe a su excelente
plasticidad, consistencia, eficacia selladora y alteraciones volumétricas pequenas
después de fraguar. El vehiculo de mezcla para estos selladores es el eugenol; el polvo
contiene 6xido de zinc en finas particulas para incrementar la fluidez del cemento, es

radiopaco y el tiempo de manipulacidn se ajusta para permitir un adecuado tiempo de
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trabajo. Estos cementos poseen un efecto antiséptico, producen irritacion moderada a
severa en los tejidos periapicales, por lo que su uso debe ser considerado

cuidadosamente (24).

Un ejemplo de un cemento sellador a base de 6xido de zinc y eugenol es el cemento
Pulp canal sealer (Figura 4) de la casa comercial de Kerr, su formula no es irritante ni

radiopaca y ofrece un tiempo de trabajo de mas de 6 h (25).

Figura 4. Cemento sellador Pulp Canal Sealer.

En la figura se observa el cemento Pulp Canal Sealer de la casa comercial Kerr, que es un
sellador con eugenol y oxido de cinc con una base en polvo y un catalizador liquido (25).

2.5.2. CEMENTO A BASE DE HIDROXIDO DE CALCIO

Los cementos que contienen hidréxido de calcio tienen propdsito de mejorar las
propiedades biolégicas y garantizar un buen sellado de los sistemas de conductos
radiculares ya que previenen la regeneracion de las bacterias residuales, controlan la
entrada de bacterias dentro del conducto y estimulan la formacion de tejidos de
reparacion en la region periapical (26). Ademas, otra de las ventajas del hidroxido de
calcio es capaz de detener el proceso de reabsorcion radicular, ya que cuando esta
dentro del conducto radicular absorbe las moléculas de agua, lo que favorece su
penetracion no solo en los conductos accesorios sino también en los tubulos dentinarios
(27).
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Un ejemplo de este tipo de cementos selladores es el cemento Sealapex (de la casa
comercial Kerr endodontics) (Figura 5), se presenta en dos pastas, una base y un
catalizador, que es un sellador original sin eugenol del conducto radicular basado en
hidroxido de calcio, que favorece la cicatrizacion rapidamente y la formacion de tejido
duro (28).

Figura 5. Cemento sellador Sealapex.

En la figura se muestra un cemento sellador a base de hidréxido de calcio (28).

2.5.3. CEMENTOS A BASE DE IONOMERO VITREO

Los cementos de iondmero de vidrio se desarrollaron a finales de la década de 1960 y
eran el producto de una reaccion acido-base entre un polvo de vidrio de silicato de
aluminio basico y acido policarboxilico en presencia de agua. Desde entonces, se han

introducido numerosas modificaciones y mejoras en la formulacién original (29).

Un ejemplo de los cementos selladores a base de iondmero de vidrio, es el cemento
endododntico Ketac-Endo (Figura 6). Que es un tipo relativamente nuevo de cemento de
iondmero de vidrio para uso endodontico, se diferencia de los cementos de iondmero de
vidrio estandar por tener un tiempo de trabajo mas largo, mayor radiopacidad y una

consistencia tixotropica que le permite fluir en el conducto radicular (30).

10
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Figura 6. Cemento sellador Ketac-Endo.

En la figura se observa el cemento sellador Ketac-Endo (30).

2.5.4. CEMENTOS A BASE DE RESINA

Este tipo de cementos selladores endoddnticos del sistema de conductos radiculares
cuentan con una buena aceptacién por sus propiedades y estan basados en la quimica
de las resinas, y por lo tanto presentan una buena adherencia a las paredes del interior

del conducto radicular (31).

Como se menciond anteriormente por presentar un ejemplo de los cementos a base de
resina, en el mercado se puede encontrar el cemento sellador AH Plus (Figura 7). El
sellador de conductos radiculares AH Plus es una férmula a base de resina con excelente
radiopacidad, baja contraccion, baja solubilidad y excelentes caracteristicas de fluidez.
Presenta un sistema de mezcla 1:1, pasta a pasta, para una preparacion rapida y facil y
menos residuos. AH Plus es biocompatible y no contiene plata. El sellador AH Plus ofrece
un tiempo de trabajo de 4 h y un tiempo de fraguado de 8 h. Sus propiedades
termoplasticas facilitan su eliminacién, tanto si se utilizan productos quimicos como un
taladro (32).

11
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Figura 7. Cemento AH Plus

En la figura se observa el cemento sellador a base de resina AH Plus (32).

2.5.5. CEMENTOS SELLADORES BIOCERAMICOS

Los bioceramicos (BC) son materiales biocompatibles, no toxicos, estables en entornos
bioldgicos, no se contraen y mas bien se expanden ligeramente tras la finalizacién del
proceso de fraguado. Son capaces de formar hidroxiapatita en presencia de agua, siendo
un material no sensible en presencia de humedad. En endodoncia, los materiales
bioceramicos fueron introducidos en la década del 90 con el desarrollo y descripcion del
Agregado de Trioxido Mineral (MTA), un derivado del cemento de Portland. El tiempo de
fraguado es de 40-120 minutos (fraguado inicial 40-50 minutos y fraguado final 120-170
minutos, no incluyendo a TheraCal, que es fotopolimerizado en 0.3 minutos y Biodentine
que fragua en 9 minutos. La reaccion de fraguado variara con la humedad disponible
(33). Son materiales biocompatibles debido a que logran una adecuada y ventajosa
respuesta del huésped en aplicaciones clinicas especificas. La biocompatibilidad de los
BC se atribuye a la presencia de fosfato de calcio, que también es el principal
componente inorganico de los tejidos duros. Los BC son inocuos para los tejidos y

permiten la proliferacion de fibroblastos y osteoblastos en su superficie (33).

Un ejemplo de cementos bioceramicos es el cemento sellador EndoSequence BC Sealer
(BRASSELER, Savannah, GA, USA) (Figura 8), que ha sido disefiado como un cemento

hidraulico de silicato calcico no toxico y facil de usar como sellador endododntico. Entre

12
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las ventajas cemento Endosequence BC Sealer se encuentran la mayor comodidad y
facilidad de administracion, y la ventaja de utilizar el agua inherente a los tubulos
dentinarios para impulsar la reaccion de hidratacién (del material), acortando asi el
tiempo de fraguado. La dentina se compone de aproximadamente un 20% de agua y es
esta agua la que provoca el fraguado del material. Ademas del ahorro de tiempo y la
comodidad afiadida, uno de los principales problemas asociados a la mezcla de cualquier
cemento endoddntico es una mezcla insuficiente y no homogénea. Una mezcla de este
tipo podria, en ultima instancia, comprometer los beneficios del material. Por lo tanto,
EndoSequence BC Sealer se ha disefiado como un sellador bioceramico premezclado
que endurece solo cuando se expone a un entorno humedo como los tubulos dentinarios
(34).

4

74

Figura 8. Cemento bioceramico.

En la figura se muestra el cemento sellador EndoSequence BC Sealer (34).

2.6. BIOCERAMICOS

Los materiales bioceramicos en endodoncia permiten la resolucién de casos en que los
materiales utilizados previamente no tenian buen prondstico. Al ser biocompatibles con
los tejidos humanos, inducen su reparacion, generando aposicion de hidroxiapatita,
mediante el proceso de hidratacion del silicato de calcio. Las propiedades que tienen les
brindan excelentes prestaciones clinicas y por lo tanto son ideales para aplicar dentro y

fuera del conducto radicular. Las presentaciones comerciales pueden ser premezcladas

13
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o en dos fases que se mezclan, variando su composicion, consistencia, tiempos de

trabajo y fraguado (35) .

2.6.1. CEMENTO BIOCERAMICO CERASEAL METABIOMED

CeraSeal (MetaBiomed, Colmar, Pennsylvania) (Figura 9). CeraSeal es un sellador
bioceramico premezclado que incluye silicato tricalcico (20-30%) y silicato dicélcico (1-
10%) como componentes bioactivos, y aluminato tricalcico (1-10%) y dioxido de circonio
(45-50%) (35).

Figura 9. Cemento bioceramico CeraSeal.

Prestacion del cemento bioceramico de la casa comercial METABIOMED (35).

2.6.2. CEMENTO BIOCERAMICO EDGEBIOCERAMIC SEALER

EdgeBioceramic Sealer (Figura 10), presenta una férmula unica, es un bioceramico sin
resina que lo hace altamente biocompatible e hidrdfilo liberando activamente iones de
calcio al momento de su uso y mezclado adecuado. A diferencia de los cementos
selladores que se utilizaban, este cemento endoddntico no se contrae, por lo que no es

del todo necesario compactar la gutapercha (31).

14
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SEALER

OCERAMI

Figura 10. Cemento EdgeBioceramic Sealer.

Presentacién del cemento sellador bioceramico de la casa comercial EdgeEndo (31).

2.6.3. CEMENTO BIOCERAMICO NEOSEALER FLO

NeoSEALER Flo (Avalon Biomed) (Figura 11) es un sellador bioceramico premezclado
constituido por silicato tricalcico (< 25%) y silicato dicélcico (< 10%) como componentes
bioactivos, y aluminato calcico (< 25%), 6xido de aluminio calcico (grossita) (< 6%),
aluminato tricalcico (< 5%) y tantalita (50%) como radiopacificante. El fabricante también

indica trazos de sulfato de calcio (< 1%) (35).

Figura 11. Cemento bioceramico NeoSEALER Flo.

Presentacion del cemento bioceramico Neo SEALER Flo de la casa comercial Avalon Biomed
(35).

15
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Actualmente, existen varios tipos de selladores endoddénticos con diferentes
composiciones y con diferentes capacidades antimicrobianas disponibles en el mercado,
por lo cual, el objetivo de este estudio es utilizar los cementos bioceramicos CeraSeal,
EdgeBioCeramic Sealer y NeoSEALER Flo para poder compararlos en cuanto a su
eficacia antibacteriana y determinar qué cemento es mas efectivo contra la bacteria E.

faecalis.

16



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el presente proyecto se plantea un estudio sistematico para evaluar la actividad
antibacteriana de los cementos bioceramicos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y
NeoSEALER Flo, con el fin de determinar posibles diferencias entre ellos en términos de

la actividad referida.
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IV. JUSTIFICACION

IV. JUSTIFICACION

El desarrollo de cementos selladores con actividad antibacteriana es de vital importancia
en el area de la Endodoncia, debido a la necesidad de implementar tratamientos en los
que se erradique por completo o al menos se disminuya de manera ostensible el
porcentaje de bacterias remanentes en el conducto después del tratamiento endodontico.
Con base lo anterior, en el presente proyecto se avalué la actividad antibacteriana de los
cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSEALER Flo contra la
bacteria E. faecalis por ensayos in vitro. Para nuestro conocimiento, no existe evidencia
a la fecha de la comparacion directa de la actividad antibacteriana de los cementos

bioceamicos objeto de estudio.
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V. HIPOTESIS

V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La caracterizacion biolégica planteada en este trabajo de investigacion nos permitira
identificar diferencias si las hay en la actividad antibacteriana de los cementos selladores

CeraSeal, EdgeBioCeramic Sealer y NeoSEALER Flo contra la bacteria E. faecalis.
5.2. HIPOTESIS NULA (HO0)

No existira diferencia estadisticamente significativa al comparar la actividad
antibacteriana de los cementos objeto de estudio contra E. faecalis, con un nivel de

confianza del 95%.
5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)

Existira diferencia estadisticamente significativa en la actividad antibacteriana de al
menos uno de los cementos selladores objeto de estudio contra E. faecalis, con un nivel

de confianza del 95%.
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VI. OBJETIVOS

VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad antibacteriana de los cementos selladores CeraSeal,

EdgeBioceramic Sealer y NeoSEALER Flo contra E. faecalis a través de ensayos in vitro.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la actividad antibacteriana de los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic

Sealer y Neosealer Flo a través de ensayos de difusion en agar por 24, 48 y 72 h.

2. Determinar la actividad antibacteriana de los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic

Sealer y Neosealer Flo a través de ensayos de difusion en caldo por 24 h.

3. Llevar a cabo analisis estadistico de los resultados obtenidos.
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VII. VARIABLES

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES
1. Tipo de cemento endodontico (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSEALER Flo).

2. Tiempo (24,48 y 72 h).

7.2. VARIABLES DEPENDIENTES

1. Halo de inhibicién (mm).
2. Porcentaje de bacterias en el caldo.

7.3. OPERACION DE VARIABLES

Se evalué la actividad antibacteriana de los cementos selladores CeraSeal,
EdgeBioceramic Sealer, Neo SEALER Flo, empleando como blancos agua estéril,
gentamicina y ampicilina. La actividad antibacteriana se evaluo a través de ensayos de
difusion en agar y difusion en caldo. Para ambos, ensayos las muestras objeto de estudio
fueron dispensadas en discos de papel filtro estéril de 6 mm de diametro, mismos que
fueron puestos en contacto directo sobre la superficie del agar inoculado con E. faecalis
(ensayo de difusidén en agar) e inmersos en el seno de caldo de cultivo BHI inoculado
con E. faecalis (ensayo de difusién en caldo). Los resultados obtenidos fueron evaluados
estadisticamente por Analisis de la Varianza de una via (ANOVA) con post hocs Tukey

y Bonferroni, considerando un intervalo de confianza del 95%.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental (in vitro)

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Para evaluar la actividad antibacteriana se realizaron dos ensayos: i) ensayo de difusion
en agar y ii) ensayo de difusion en caldo.

Para el ensayo de difusion en agar se evaluaron tres grupos y dos controles (n = 3):

Grupo 1: Cemento sellador CeraSeal.

Grupo 2: Cemento sellador EdgeBioceramic Sealer.
Grupo 3: Cemento NeoSEALER Flo.

Control 1: Agua estéril

Control 2: Gentamicina

Para el ensayo de difusion en caldo se evaluaron tres grupos, tres controles y seis
blancos (n = 3):

Grupo 1: Cemento sellador CeraSeal en caldo de cultivo inoculado.

Grupo 2: Cemento sellador EdgeBioceramic Sealer en caldo de cultivo inoculado.
Grupo 3: Cemento sellador NeoSEALER Flo en caldo de cultivo inoculado.

Control 1: Agua estéril en caldo de cultivo inoculado.
Control 2: Gentamicina en caldo de cultivo inoculado.
Control 3: Ampicilina en caldo de cultivo inoculado.

Blanco 1: Cemento sellador CeraSeal en caldo de cultivo estéril.
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Blanco 2: Cemento sellador EdgeBioceramic Sealer en caldo de cultivo estéril.
Blanco 3: Cemento NeoSEALER Flo en caldo de cultivo estéril.

Blanco 4: Agua estéril en caldo de cultivo estéril.

Blanco 5: Gentamicina en caldo de cultivo estéril.

Blanco 6: Ampicilina en caldo de cultivo estéril.

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Los materiales utilizados en este estudio fueron los cementos bioceramicos
premezclados Ceraseal de la marca comercial METABIOMED (Cheongju, Corea), el
cemento EdgeBioceramic Sealer de la casa comercial Edge Endo (Alburquerque, New
México), el cemento sellador NeoSEALER Flo de la marca comercial Avalon Biomed
(Houston, Texas). Para los controles se utilizo agua destilada estéril y los antibiéticos
sulfato de gentamicina de la casa comercial CDH (Estados Unidos) y ampicilina en discos
cargados con 10 mcg de la marca BIO-RAD (Francia). Las muestras se dispensaron en
discos de papel de filtro cualitativo 413 de 6 mm de diametro de la marca VWR. El
microorganismo utilizado fue una cepa clinica de E. faecalis donada por Laboratorio
Zapata (Tijuana, México). Como medio de conservacion bacteriano se emple6 Agar de
Soya Tripticaseina (TSA, por sus siglas en inglés) de la marca TM Media. Para las
pruebas de difusion en agar se utilizé el agar Mueller Hinton de la casa comercial BD
Bioxin (México) en placas Petri de 90 x 15 mm. Para las pruebas de difusion en caldo se
empled el medio de cultivo Infusion Corazén Cerebro (BHI, por sus siglas en inglés) de
la marca MCD Lab (México). Se empled una microbalanza analitica modelo BL 150 de
la marca Sartorius (Estados Unidos), un agitador digital vortex de la marca VWR
TROEMNER (Estados Unidos). Para incubar la cepa de E. faecalis en presencia de las
muestras de interés se empled una incubadora PRECISION (Virginia, Estados Unidos).
Para medir el halo de inhibicion se empled un vernier digital marca Truper (México). Toda
la experimentacion se llevé a cabo en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo
laminar vertical LABCONCO PURIFIER CLASS Il BIOSAFETY CABINET (Estados

Unidos). Para la caracterizacién por UV se empled un espectrofotdmetro Genesys10S
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UV-Vis y cubetas de vidrio de 2" de diametro de la marca Thermo Scientific (Estados
Unidos). Adicionalmente, se utilizaron pinzas de punta fina de la marca comercial Fafeicy,
mechero de alcohol metalico, asa de siembra metalica, hisopos estériles de la marca
PROTEC (México) y jeringas de insulina 27G x 13 mm de 1 ml de la marca Diabelab

(México), entre otros.

8.4. METODOLOGIA

8.4.1. Preparacion de las muestras

Los cementos bioceramicos premezclados objeto de estudio fueron depositados en el
interior de jeringas de insulina para dispensar 20 ul de cada muestra. Los cementos
fueron dispensados en discos de papel filtro estériles de 6 mm de diametro empleando
una punta aplicadora de cemento. Para la preparacion de los Controles 1 y 2, se
dispensaron 20 ul de agua estéril y solucion de gentamicina (10 ug/ml), respectivamente,

sobre los discos de papel filtro (Figura 12).

Figura 12. Colocacion de materiales objeto de estudio en discos de papel

En la figura se muestra el proceso de depdésito de las muestras en los discos de papel filtro: A)
los cementos objeto de estudio y B) las soluciones de agua estéril / ampicilina.
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8.4.2. Preparacion de la suspension madre de bacterias

Se preparé una suspension madre de E. faecalis a partir de una placa de TSA que fue
sembrada con el microorganismo con 24 h de antelacién. Para ello, con un asa de
siembra estéril se tomé la cepa de E. faecalis y se depositdé en 10 ml de solucién salina
estéril (0.9%); después la suspensién se homogeneizé empleando un agitador Vortex.
La suspensiéon madre de bacterias fue ajustada a una turbidez equivalente a 0.5 de la
escala de McFarland, que corresponde a 0.5x108 UFC/ml (36). La absorbancia de la
muestra fue medida con un espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis a una longitud de
onda de 540 nm (Figura 13).
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Figura 13. Preparacion de la suspension madre de E. faecalis

En la figura se observa A) la esterilizacion del asa bacteriologica, B) la toma de E. faecalis de la
placa de agar TSA con asa bacteriolégica, C) la inoculacion de soluciéon salina con el
microorganismo y D) la comparacion visual de la turbidez de agua estéril, solucion 0.5 de
Mcfarland y suspension madre de bacterias (de izquierda a derecha respectivamente).
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8.4.3. Ensayo de difusidn en agar

Para el ensayo de difusion en agar, las placas de Petri con agar Mueller Hinton fueron
inoculadas con E. faecalis empleando un hisopo estéril impregnado con ca. 150 ul de la
suspension madre (8.4.2. Preparacion de la suspension madre de bacterias). El hisopo
se deslizé6 suavemente sobre la superficie del agar, con movimientos de izquierda a
derecha, hasta cubrir la totalidad de la superficie; el procedimiento fue realizado en tres
direcciones (con una rotacion de 60° para cambiar de direccion). Una vez inoculado el
agar con E. faecalis, los discos de papel filtro con las muestras objeto de estudio fueron
colocados asegurando el intimo contacto de las muestras sobre la superficie del agar
(Figura 14). Posteriormente, las placas de Petri fueron incubadas hasta 72 ha 37 °C y
100% de humedad. Finalmente, el halo de inhibicién de las muestras fue medido a los

tiempos de 24, 48 y 72 h empleando un calibrador vernier digital (Figura 15).

Figura 14. Preparaciéon de muestras para ensayo de difusiéon en agar

En la figura se observa A) la inoculacién de las placas de agar Miieller Hinton con E. faecalis, B)
el depdsito de cemento bioceramico sobre el papel de filtro empleando una jeringa hipodérmica
con punta aplicadora de cemento y C) la colocacion de la muestra con pinzas de punta fina sobre
la superficie del agar inoculado.
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Figura 15. Medicion de los halos de inhibicion

En la figura se observan A) los discos de papel colocados en las placas de agar, B) el esquema
que se utilizé para medir el halo de inhibicién dado por los cementos objeto de estudio y C) el
uso de un vemier digital para una medicion mas precisa de zona de inhibicion dado por los
cementos objeto de estudio.

8.4.4. Ensayo de difusién en caldo

Para el ensayo de difusion en caldo, las muestras objeto de estudio fueron dispensadas

en discos de papel filtro (8.4.1._Preparacion de las muestras). Después, los discos con

las muestras fueron depositados en el interior de tubos de vidrio para hemolisis con 5 ml
de caldo BHI estéril. Posteriormente, el caldo de cultivo fue inoculado con 10 ul de
suspension madre de E. faecalis (8.4.2. Preparacion de la suspension madre de
bacterias) empleando una micropipeta (Figura 16). Posteriormente, los tubos fueron
tapados con torundas de algodon estéril e incubados durante 24 h a 37 °C y 100% de

humedad.
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Figura 16 Preparacion de muestras para ensayo de difusion en caldo

En la figura se observa A) el depdsito de cemento bioceramico sobre el papel de filtro empleando
una jeringa hipodérmica con punta aplicadora de cemento y B) la colocacion de la muestra con
pinzas de punta fina dentro del tubo con caldo BHI, C) la inoculacion del caldo BHI con E. faecalis
y D) los tubos de vidrio con las muestras tapados con torundas de algodén.

Tras su incubacion por 24 h en condiciones de cultivo bacteriano, todos los tubos de
hemodlisis (incluyendo grupos, controles y blancos) fueron puestos a contraluz para
evaluar cambios en la turbidez de cada caldo de cultivo y se adquirieron fotografias
(caracterizacion a través de ensayos organolépticos). Posteriormente, se extrajeron 2 ml
de caldo de cultivo de cada tubo de hemdlisis y fueron depositados en el interior de una
cubeta de vidrio. La absorbancia de cada muestra fue medida con un espectrofotdmetro
Genesys 10S UV-Vis a una longitud de onda de 540 nm. Previo a su medicién, cada

muestra fue homogeneizada por aspiracion y depdsito suave con una micropipeta,
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cuidando que no se formaran burbujas (Figura 17). El porcentaje de E. faecalis presente

en cada medio de cultivo fue calculado a través de la siguiente expresion:

Ecuacion 1. Bacterias en el caldo (%)

Am
Bacterias en el caldo (%) = a7 100

Donde: Am representa la absorbancia promedio de cada muestra de interés y AT

representa la absorbancia promedio de control.
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Figura 17. Procesamiento de las muestras

En la figura se muestra A) Comparacion de la turbidez de las muestras (de izquierda a derecha:
agua, solucion 0.5 McFarland y suspensién madre de bacterias), B, C) Determinaciéon de

absorbancia por espectroscopia de UV-vis.

8.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo empleando el método de Analisis

de la Varianza (ANOVA) de una via, seguido de las pruebas post hoc de Tukey y

Bonferroni. Se establecid un nivel de confianza del 95%

para todas las pruebas.
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9.1. ENSAYOS DE DIFUSION EN AGAR
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Figura 18. Ensayo de difusion en agar después de su incubacion por 24,48 y 72 h.

En la figura se observan las cajas de Petri de agar Miieller-Hinton inoculadas con E. faecalis en
las que se colocaron discos de papel impregnados con las muestras de interes (grupos 1-3 y
controles 1y 2).
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En la Figura 18 se muestra la actividad antibacteriana de los cementos bioceramicos
objeto de estudio contra E. faecalis (halo de inhibicion, 24, 48 y 72 h) a partir de ensayos
de difusion en agar. Se observa que los cementos bioceramicos objeto de estudio

presentaron actividad antibacteriana moderada.
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Figura 19. Halo de inhibicion bacteriana tras la incubaciéon de las muestras en contacto
con las bacterias por 24,48 y 72 h.

Las columnas representan el promedio de los resultados obtenidos y las barras verticales la
desviacion estandar (n = 3). Se estudiaron como blancos de comparaciéon agua estéril y
gentamicina. Los simbolos & y # denotan diferencia estadisticamente significativa con respecto
a gentamicina y agua estéril, respectivamente; el simbolo * denota diferencia estadisticamente
significativa entre cada par de muestras sefaladas; p < 0.05 en todos los casos.
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La Figura 18 muestra la actividad antibacteriana de de los cementos bioceramicos
estudiados, obtenida a partir de ensayos de contacto directo contra E. faecalis en agar
por 24, 48 y 72 h. Se observa que los cementos que exhibieron actividad antibacteriana
fueron CeraSeal y EdgeBioceramic Sealer Unicamente, con halos de inhibicién de entre
9 y 10 mm y diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (negativo)
de agua estéril (p < 0.05), sin influencia aparente del tiempo. No obstante, esta actividad
demostré ser moderada en todos los casos con respecto al control (positivo) de
gentamicina; mismo que demostré halos de inhibicion de entre 23 y 24 mm, con
diferencia estadisticamente significativa con respecto a todos los cementos evaluados (p

< 0.05), igualmente sin influencia aparente con la evolucion del tiempo.

Asimismo, al comparar los cementos entre si, se observé diferencia estadisticamente
significativa entre la actividad antibacteriana de los cementos EdgeBioceramic Sealer y
NeoSEALER Flo (48 h), asi como CeraSeal y NeoSEALER Flo (72 h).
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9.2. ENSAYOS DE DIFUSION EN CALDO

Figura 20. Fotografias representativas del control 1, grupos 1-3, control 2 y blanco 4
objeto de estudio después de 24 h de incubacién contra E. faecalis.

Asignacion de los simbolos en la figura a cada muestra: Agua estéril en caldo de cultivo inoculado
(#), cemento sellador CeraSeal en caldo de cultivo inoculado (%), cemento sellador
EdgeBioceramic Sealer en caldo de cultivo inoculado (@), cemento sellador NeoSEALER Flo en

caldo de cultivo inoculado (@), gentamicina en caldo de cultivo inoculado (&) y, agua esteril en
caldo de cultivo esteril (1)
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Figura 21 Actividad antibacteriana de los cementos bioceramicos a partir de ensayos de
difusion en caldo contra E. faecalis.

Las columnas representan el promedio de los resultados obtenidos y las barras verticales la
desviacion estandar (n = 3). El simbolo (+) denota diferencia estadisticamente significativa con
la ampicilina (p < 0.05).

En la Figura 21 se muestra la actividad antibacteriana de los cementos bioceramicos, a
partir de ensayos de difusién en caldo contra E. faecalis a 24 h. A diferencia de los
resultados obtenidos por el ensayo de contacto directo (halo de inhibicidn), ninguno de
los cementos exhibié actividad antibacteriana, demostrando porcentajes de inhibicion de
bacterias en el caldo estadisticamente equivalentes a los de los controles de caldo BHI

y agua estéril (controles negativos; p > 0.05) e igualmente equivalentes entre si (p >

34



IX. RESULTADOS

0.05). Con respecto a los controles de antibidticos (controles positivos): el control de
gentamicina tampoco exhibié actividad antibacteriana en este ensayo (p > 0.05 con
respecto a los cementos y a los controles negativos), mientras que el control de
ampicilina si demostré actividad antibacteriana (porcentaje de inhibicion bacteriana de

ca. 100%; p < 0.05 con respecto a todas las muestras estudiadas).

Con base en los resultados obtenidos, se confirma la hipétesis alternativa (H1) de este

proyecto de investigacion.
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X. DISCUSION

Un sellador endodontico ideal debe ser biocompatible y dimensionalmente estable; debe
sellar bien y tener un efecto antimicrobiano fuerte y duradero. La actividad antibacteriana
de los selladores podria ayudar a eliminar los microorganismos residuales que han
sobrevivido a la instrumentacion quimicomecanica y mejorar asi la tasa de éxito del

tratamiento endodéntico (37).

Abduljabbar SM y cols. se encargaron de evaluar el efecto antimicrobiano de los
cementos bioceramicos Endosequence BC Sealer, CeraSeal y BioRoot RCS contra E.
faecalis, utilizando como grupo de control el cemento a base de resina epoxica AH26.
Se utilizaron 20 placas de agar conteniendo E. faecalis. Se prepararon los indculos de
E.faecalis recogiendo de 4 a 5 colonias con un asa bacteriologica, las cuales fueron
cultivadas en un medio de agar infusion cerebro corazén (BHI). Los resultados mostraron
que el cemento BioRoot RCS tuvo el mayor efecto antibacteriano contra E. faecalis,
seguido de los cementos Endosequence BC Sealer, CeraSeal y finalmente AH26. En
suma, este trabajo demostré que los cementos bioceramicos desplegaron una mayor

actividad antibacteriana en comparacion con el cemento a base de resina epdxica (38).

En otro articulo, Dagna A y cols. compararon las propiedades antibacterianas de tres
cementos selladores, en los cuales se encuentra el cemento CeraSeal, BioRoot RCS,
FillRoot ST, WellRoot PT, seleccionando el cemento Pulp Canal Sealer EWT, a base de
oxido de zinc y eugenol como grupo de control. Fue un estudio in vitro contra las bacterias
de Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius y Streptococcus sanguis. Se
cultivaron las bacterias en BHI y se incubaron durante 16 h a 37 °C en condiciones
aerobicas. Los resultados demostraron que todos los cementos demostraron actividad
inhibitoria contra todas las cepas; sin embargo, FillRoot ST y BioRoot RCS tuvieron
mayor actividad antibacteriana después de las 48 h. Segun lo estipulan los autores, la
actividad antibacteriana de los cementos bioceramicos esta relacionada con su pH

alcalino (39).
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1.- Los cementos bioceramicos CeraSeal y EdgeBioceramic Sealer presentaron
actividad antibacteriana moderada contra E. faecalis en ensayos de contacto directo, con
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo de agua estéril
y el control positivo de gentamicina, en los tres puntos de tiempo estudiados (p < 0.05,

con respecto a ambos controles).

2.- La actividad antibacteriana del cemento NeoSEALER Flo se validé como nula a través
del ensayo de contacto directo, sin diferencia estadisticamente significativa con respecto

al control de agua estéril (control negativo; p > 0.05).

3.- Se observo diferencia estadisticamente significativa entre la actividad antibacteriana
de los cementos EdgeBioceramic Sealer y NeoSEALER Flo (p < 0.05; 48 h), asi como
CeraSeal y NeoSEALER Flo (p < 0.05; 72 h) (ensayo de contacto directo).

4.- La actividad antibacteriana de los tres cementos bioceramicos objeto de estudio se
validé como nula a través de los ensayos de difusién en caldo, sin exhibir diferencia
estadisticamente significativa en su actividad ni entre ellos ni en comparaciéon con los

controles de caldo BHI y agua estéril (p > 0.05 en todos los casos).

5.- Con base en los resultados obtenidos, se confirma la hipétesis alternativa (H1) de

este proyecto.
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Xil. RECOMENDACIONES

1.- Determinar la concentracion minima inhibitoria de los cementos bioceramicos

estudiados en los ensayos de difusién en caldo.

2.- Determinar el mecanismo de actividad de los cementos bioceramicos objeto de

estudio (bactericida o bacteriostatico).
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