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La endodoncia es el campo de la odontologia que estudia la morfologia de la
cavidad pulpar, la fisiologia y la patologia de la pulpa dental, asi como la prevencion,
diagndstico y tratamiento de las alteraciones pulpares y sus repercusiones sobre los

tejidos periapicales.

El objetivo principal del tratamiento de conductos es realizar una desinfeccion
para bajar o eliminar la carga bacteriana que coloniza el sistema de conductos, esto
se logra a través de la instrumentacion quimico mecanica y se pretende erradicar o

prevenir la reinfeccion con un sellado hermético.

El Enterococo Faecalis es el microorganismo principal encontrado en
infecciones persistentes, éste es capaz de resistir a cambios de pH asi como periodos

prolongados sin nutrientes.

El uso de medicaciones intraconducto entre citas aumenta el éxito del
tratamiento, siendo el principal agente utilizado el hidréxido de calcio, el cual por su pH
alto actia dafiando la membrana celular y provoca la muerte bacteriana. Esta
investigacion evaluo la eficacia antibacteriana del mismo en distintos periodos y busco
prolongar su efecto antibacteriano afnadiendo sustancias como nanoparticulas de plata

y quitosano.

Las nanoparticulas de plata debido a su tamafio y mecanismo de accion tienen
propiedades antibacterianas, antifungicas y bactericidas las cuales se sugieren como
buen irrigante en el tratamiento de conductos. Las nanoparticulas de quitosano
presenta propiedades antibacterianas, antivirales y antifungicas el cual por su
versatilidad lo podemos manejar de diversas maneras como hidrogeles o

suspensiones con el objetivo de mejorar la desinfeccion.

En el presente estudio se utilizé pasta de hidroxido de calcio [Ca(OH)2],

(Ultradent Inc.) como control de reaccion, comparado con las mezclas del Ca(OH)2 con
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la adicion de solucién de nanoparticulas de plata y la composicion Ca(OH)2 con

nanoparticulas de quitosano.

Los organos dentarios fueron debidamente instrumentados hasta un calibre 30
/.04, realizando una irrigacion copiosa con 5 ml de hipoclorito de sodio y una irrigacion
final de 1ml con EDTA, fueron secados con puntas de papel estéril, se realizo la
infeccion con un cultivo puro de Enterococo Faecalis (ATCC 29212) como
microorganismo de prueba. Las colonias bacterianas aisladas durante 24 horas se
suspendieron en 5 ml del caldo infusién de cerebro y corazon (BHI), posteriormente se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Se transfirieron 20 pL de la suspension bacteriana
que esta a una concentracion aproximada de 8X10% UFC/ mL a cada canal bajo una
campana de flujo laminar para realizar evaluacion a los 14 y 21 dias pos inoculacion;
se logro con el sembrado de alicuotas tomando 10 yL de los conductos de cada grupo
(Grupo 1 Control, Grupo 2 Ca(OH)2 + Nanoparticulas de Quitosano, Grupo 3 Ca(OH)2
, Grupo 4 Ca(OH)2 + Nanoparticulas de plata fueron incubadas por un periodo de 24

horas para su posterior evaluacion.

Se colocaron la combinacion de medicaciones intraconducto utilizando pasta de
Ca(OH)2 con la adicién de 1.2 mL de solucion de nanoparticulas de plata, asi como la
mezcla con nanoparticulas de quitosano, para su posterior incubacién por un periodo
de 14 y 21 dias.

La evaluacion a los 14 dias del crecimiento microbiano mostro claras diferencias
con las muestras iniciales. La segunda evaluacién mostro resultados similares entre
grupos, con cambios significativos respecto a la muestra inicial, ya que mostraron

escaso crecimiento bacteriano de <10,000 UFC/mL.

Xi
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ENDODONCIA

Es el campo de la odontologia que estudia la morfologia de la cavidad pulpar,
la fisiologia y patologia pulpar, asi como la prevencion y tratamiento de las alteraciones
pulpares y de sus repercusiones sobre los tejidos periapicales.

Para llevar a cabo un tratamiento de conducto se llevan a cabo una serie de
procedimientos como lo es la apertura, preparacién biomecanica y dentro de ésta, una
de las fases mas importantes que es la desinfeccién, para finalizar con un sellado
hermético y tridimensional que prometa resistir el ingreso de bacterias al sistema de
conductos (1).

Vias de infeccion del conducto radicular

La caries es probablemente la via mas comun para la entrada de bacterias a la
pulpa; sin embargo, las bacterias poseen muchas posibilidades para invadir la pulpa y

el conducto radicular.

En condiciones normales, la pulpa dental y la dentina son estériles, las cuales
estan aisladas de los microorganismos orales por el esmalte y el cemento que las
recubren. Hay circunstancias en las que se pierde la integridad de estas capas
protectoras: Caries, fracturas, grietas traumaticas, filtracion de restauraciones,

raspado y alisado radicular, desgaste o abrasion.

También los microorganismos pueden acceder a la pulpa por los agujeros
laterales y apicales. Las principales puertas de entrada para la infeccidn pulpar son:

1.- Tubulos dentinarios: siempre que la dentina queda al descubierto, la pulpa queda
expuesta a infecciones, debido a la permeabilidad de la dentina, la cual el diametro
(media, 0,9 ym), siendo la densidad de los tubulillos dentinarios mayor cerca de la

pulpa.
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2.- Exposicion pulpar directa: es la via mas facil para las infecciones endodonticas; se

puede dar por tratamientos de restauracion iatrégenicos o traumatismos.
3.- Enfermedad periodontal: invasion de bacterias a través de los conductos laterales,
accesorios, o por el foramen apical a partir de bolsas periodontales.

4.- Anacorésis: los microorganismos son transportados en la sangre o la linfa hasta
una zona de dafo tisular, en donde abandonan el vaso, pasan al tejido dafado y
producen infeccidn. (Fijacion de microorganismos provenientes de bacteremias) (2).

Figura 1: Muestra las vias de entrada para el establecimiento de la infeccién endoddntica:
1) Tubulos dentinarios, 2) Exposicion pulpar directa, 3) Enfermedad periodontal, 4) Anacorésis

.Imagen tomada de internet https://es.slideshare.net/ssucbbal/infecciones-dentales-444599.

Los objetivos finales de tratamiento endoddntico son la erradicacion de la
etiologia microbiana; la curacion completa de patologia periapical; y restauracion para
proporcionar un sello coronal, la funcién de restauracion, y prevenir la reinfeccion. La
inflamacion pulpar predominantemente se ha asociado con la participacion de
microbios y / o trauma dental. Sin embargo, es un proceso reaccionario multifactorial
(3). El éxito de la terapia de endodoncia depende de la preparacion adecuada, la
desinfeccion y la obturacion del conducto radicular, proporcionando las condiciones
optimas para la reparacion del tejido periapical. Numerosas técnicas y dispositivos de
riego han sido probados para mejorar la limpieza y desinfeccion del sistema de
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conductos radiculares (4, 5). El fracaso en los tratamientos endodonticos, asi como
infecciones recurrentes y otras afecciones en dichos tratamientos, requieren de un
nuevo tratamiento ya que encontramos diferentes tipos de microorganismos. El
Enterococcus Faecalis y Candida Albicans han sido identificadas en la mayoria de los
retratamientos en caso de los fracasos endodonticos (4).

Desinfeccion

La pulpa puede infectarse con varios tipos de microorganismos bacterias,
levaduras, virus y producir una periodontitis apical. Para llevar a cabo una adecuada
desinfeccion existen diversas soluciones irrigantes, las cuales han sido estudiadas a
lo largo de los afios para demostrar sus propiedades, con el fin de buscar el irrigante

que cumpla con los siguientes objetivos:

En resumen, la irrigacion busca:
1. Limpieza.
2. Desinfeccion.

3. Lubricacion (1).

Figura 2: Muestra irrigacion y hace énfasis en la utilizacion de la punta ultrasénica para mejorar la

limpieza y desinfeccion.
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Para esto el irrigante ideal debe cumplir con ciertas caracteristicas como los son:

. Ser germicida y fungicida.

. No irritar a los tejidos periapicales.

. Mantenerse estable en solucién.

. Tener efecto antimicrobiano prolongado.

. Ser activo en presencia de sangre, suero y derivados proteicos del tejido.
. Tener una tension superficial baja.

. No interferir con la reparacién de los tejidos periapicales.

. No tedir la estructura dental.

. Poder inactivarse en un medio de cultivo.

. No inducir una respuesta inmune celular.

. Poder eliminar completamente el barrillo dentinario y poder desinfectar la

dentina subyacente y sus tubulos.

. No ser antigénico, téxico ni cancerigeno para las células tisulares que rodean
al diente.

. No tener efectos adversos en las propiedades fisicas de la dentina expuesta.

. No tener efectos adversos en la capacidad de sellado de los materiales
obturadores.

. Ser de aplicacion practica.

. Ser relativamente econdémico.
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La desinfeccidén quimica es importante para el éxito del tratamiento, puesto que
alcanza las bacterias y los hongos presentes en los tubulos dentinarios y en las
ramificaciones del sistema de conductos radiculares. Por desgracia, las soluciones
toxicas para las células bacterianas también suelen serlo para las células humanas;
por tanto, se debe tener cuidado para evitar la extrusion de los irrigantes a los espacios

periapicales.

Hipoclorito de sodio

Es la solucidon irrigante mas utilizada en endodoncia. Es un excelente
antibacteriano, capaz de disolver tejido necrotico, vital y componentes organicos de la
dentina y biopeliculas (6). El hipoclorito de sodio reacciona con acidos grasos y
aminoacidos en la pulpa dental, lo que produce una licuefaccion del tejido organico (7).
La eficacia antimicrobiana del hipoclorito de sodio, esta basada en su alto pH (accion
de iones hidroxilo). El alto pH del hipoclorito de sodio interfiere en la integridad de la
membrana citoplasmica con una inhibicion enzimatica irreversible, alteraciones

biosintéticas en el metabolismo celular y la degradacion de los fosfolipidos.

>

| HIPOCLORITO |
® DESODIO |

) CLORO ATIVO

Figura 3: Muestra presentacién comercial del hipoclorito de sodio.
Imagen tomada de internet https://www.fontanerialama.com/piscina-y-riegos/12-hipoclorito-de-sodio-

20l-cloro-liquido-para-piscina.html.
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Nanotecnologia

Definimos la nanotecnologia como “el disefo, caracterizacién, produccion vy
aplicacidon de estructuras, dispositivos y sistemas controlando el tamafio y la forma a

escala manométrica” (8).

Recientemente, la nanotecnologia ha sido un area cada vez mas amplia de
investigacion y oportunidades Debido a las novedosas propiedades fisicas y quimicas
de los materiales en la nanoescala, los nanomateriales se han utilizado para crear
nuevos productos de consumo, asi como aplicaciones para las ciencias de la vida y la

biotecnologia. Quimicamente, las nanoparticulas (NP) son muy diversas (9).

Escala nanomeétrica
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Figura 4: Diferentes estructuras con su tamafio caracteristico y rango de dimensiones que trabaja
habitualmente la nanotecnologia, entre los 0,1-100 nm. Imagen editada de

http://enigmacuantico.com/2015/07/06/como-nos-controlan-nanotecnologia-parte-3/

Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

Una nanoparticula es un tipo de nanoestructura donde los cluster de atomos
que lo forman tienen que tener un tamafo de 1-100 nm. Las nanoparticulas de plata
muestran interesantes propiedades bioldgicas, Opticas, magnéticas, electronicas vy
cataliticas que, en general, se relacionan con su tamafo, forma, composicion,
cristalinidad y estructura de la particula, pudiendo ser interesantes desde el punto de
vista de su aplicacién practica. Las AgNPs destacan por su potencial y versatilidad, ya
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qgue son aplicables en optoelectronica, catalisis, procesos de remediacion ambiental.
Como herramienta en aplicaciones biomédicas, debido a sus propiedades opticas,
eléctricas, mecanicas y estructurales; su fotoactividad las promueve como agente

antimicrobiano (bactericida-fungicida) y han resultado ideales para marcaje celular.

Sin embargo, la plata en los diversos métodos de aplicacién debe utilizarse con
precaucion, porque su toxicidad es dependiente de la concentracion. La evidencia
indica efectos adversos de los NP de Ag en la salud humana y en el medio ambiente.
Su pequefio tamano, gran area de superficie por unidad de masa, composicion quimica
y efectos en las propiedades de la superficie pueden ser factores importantes en la
toxicidad inducida por NP, y el dafio oxidativo no especifico es una de las mayores
preocupaciones (9).

En el caso de la aplicacion dental, la plata y sus nanoparticulas han sido
probadas para su aplicacibn como material de restauracion dental, material de relleno

retrégrado endoddntico, implantes dentales y solucion inhibitoria de caries.

Figura 5: Accion antiviral de las nanoparticulas de plata frente a ciertos tipos de virus envueltos, tales
como el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1, hepatitis B y herpes simple, entre otros. Imagen
tomada de internet https://www.xataka.com.mx/investigacion/con-nanoparticulas-de-plata-

investigadores-de-la-unam-logran-tratar-el-moquillo-en-los-perros.
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Aplicaciones actuales

Hiraishi et al. (10) probaron el fluoruro de diamina de plata frente a las
biopeliculas de Enterococo Faecalis in vitro y mostraron la eliminacion completa de las
biopeliculas de 48 horas después de 60 minutos de interaccion; 3,8% de fluoruro de
diamina de plata también se encontr6 depositado en la superficie de la dentina y
penetrdo a 40 nm en los tubulos dentinarios. Otro estudio mostré que la eficacia de la
antibio-pelicula de Ag-NP era significativa cuando se aplicaba como un medicamento
y no como un irrigante; Se descubrié que 0.02% de gel Ag-NP como medicamento
durante 7 dias era significativamente mejor en la rotura de biopelicula de Enterococo
faecalis en comparacion con los grupos de hidréxido de calcio y la irrigacion con jeringa
con una concentraciéon mas alta de solucion de Ag-NP (0.1%). Sugirieron que, cuando
se usa como medicamento, hay una interaccion prolongada entre las Ag-NP cargadas
positivamente y la bacteria / biofilm cargada negativamente, lo que da como resultado
esta diferencia. La suspension de Ag-NP cuando se combind con hidréxido de calcio
mostréd Enterococo faecalis significativamente reducida a partir de la dentina del
conducto radicular. Otro estudio reciente mostré una variacion de la eficacia

antibacteriana de las NP-Ag con carga y en presencia de dentina como inhibidor tisular.

Las Ag-NP de 9 nm de tamario y la carga positiva tenian la menor concentracion
inhibitoria minima contra Enterococo faecalis planctonica en comparacion con
hipoclorito de sodio, clorhexidina y las otras Ag-NPs analizadas. Los Ag-NP con carga
positiva impidieron por completo el crecimiento de Enterococo faecalis planctonico en
tan solo 5 minutos de tiempo de contacto y conservaron la eficacia antibacteriana
incluso en presencia de dentina. Ademas, se descubri6 que estas Ag-NP eran
citocompatibles con las células de fibroblastos. Se ensayo vidrio bioactivo mesoporoso
cargado con Ag-NP (Ag-MBG) contra biopeliculas de Enterococo Faecalis de 4
semanas en los conductos radiculares. Se observé una disrupcion significativa de la
estructura de la biopelicula en comparacién con el vidrio bioactivo mesoporoso y el
hidroxido de calcio, que se ha contribuido principalmente a los iones Ag conservados
liberados de la estructura mesoporosa. Todos estos resultados positivos con estudios
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in vitro justifican mas experimentos en modelos in vitro clinicamente relevantes /
situaciones in vivo para confirmar las ventajas de usar Ag-NP para la desinfeccion del

conducto radicular.

Dos problemas principales asociados con Ag-NP son la posible decoloracion de
la dentina y la toxicidad hacia las células de mamiferos. Gomes-Filho et al (11)
probaron 2 concentraciones diferentes de Ag-NP (90 mm) en modelos de rata Wistar.
La reaccidn tisular in vivo de una respuesta inflamatoria crénica leve a moderada se
observo y dependia de la concentracion. Después de 15 dias, 47 ppm de Ag-NP
mostraron una reaccion que era comparable con el 2,5% de hipoclorito de sodio. Las
concentraciones toxicas de iones de plata son de aproximadamente 1-10 mg/L, y las
Ag-NP son de 10-100 mg/L para células eucariéticas (11). La investigacion se ha
dirigido hacia la modificacion y el desarrollo de Ag-NP con actividad antibacteriana
especifica y una menor citotoxicidad para las células huésped. Aparte del tamafno y la
estructura de las Ag-NP, se ha demostrado que la presencia de proteinas en un medio
biolégico tiene una gran influencia en la interaccion y la toxicidad de estas

nanoparticulas hacia las células(12).

Figura 6: Empleo de la nanotecnologia a la medicina, Nanotecnologia antimicrobiana.

Imagen tomad de internet http://cienciaes.com/quilociencia/2011/08/20/nanotecnologia-antibacteriana/
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Mecanismo de accion

Se sabe que la plata produce un efecto antibacteriano al actuar sobre multiples
objetivos a partir de la interaccidn con los grupos sulfhidrilo de proteinas y ADN, alterar
la unién de hidrogeno / cadena respiratoria, desenrollar el ADN e interferir con la
sintesis de la pared celular / division celular. Se sabe que las nanoparticulas de plata
(Ag-NP) desestabilizan aun mas la membrana bacteriana y aumentan la
permeabilidad, lo que provoca una fuga de constituyentes celulares (9).

La efectividad antimicrobiana de algunas nanoparticulas se basa en la alta
relacion superficie-volumen y la reactividad en la pequefa escala de las nanoparticulas
frente a los agentes patdégenos. El mecanismo de accion del efecto bactericida se basa
en el cambio de la permeabilidad de la membrana celular del patdgeno y la alteracion
de la funciones respiratorias y la inhibicion de ciertas enzimas asociadas en el proceso

de respiracion, siendo el detonante para el inicio de formacion que dafan la célula (13).

*» * 55 :
ROS S Nano-scaled silver
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Figura 7: Interaccion con los grupos sulfhidrilo de proteinas y ADN, alteracién de la union de

hidrégeno / cadena respiratoria.
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Nanoparticulas de Quitosano

El quitosano (poli [1,4-b-D-glucopiranosaminal), un derivado desacetilado de la
quitina, es el segundo biopolimero natural mas abundante. Las nanoparticulas de
quitosano (CS-NP) podrian sintetizarse o ensamblarse utilizando diferentes métodos
dependiendo de la aplicacion final o las caracteristicas fisicas requeridas en las
nanoparticulas. El quitosano ha recibido gran interés en la biomedicina debido a su
versatilidad en diversas formas, como el polvo (micro y nanoparticulas), capsulas,
peliculas, andamios, hidrogeles, perlas y vendajes. El quitosano tiene una estructura
similar a la matriz extracelular y por lo tanto se utiliza para reforzar las construcciones
de colageno. Este polimero hidrofilo con una gran cantidad de grupos hidroxilo y amino
libre puede someterse a numerosas modificaciones quimicas e injertos, lo que da
como resultado la funcionalizacion, que se analiza en una seccion separada. Las
nanoparticulas de quitosano se han desarrollado principalmente para aplicaciones
antibacterianas y de administracion de farmacos / genes.

Figura 8: Microfotografia de nanoparticulas de quitosano.

Imagen tomada de internet https://bashny.net/t/es/312753

El quitosano tiene excelentes propiedades antibacterianas, antivirales vy
antifungicas. En el caso de las bacterias, las bacterias gram positivas fueron mas

susceptibles que las gram negativas. Las concentraciones inhibitorias minimas

11
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oscilaron entre 18 y 5000 ppm dependiendo del organismo, el pH, el grado de
desacetilacion (DD), el peso molecular, las modificaciones quimicas y la presencia de
lipidos y proteinas . Se sabe que DD influye en la actividad antibacteriana. Con un
mayor DD, el numero de grupos amino aumenta por unidad de glucosamina y, por lo
tanto, el quitosano mostré6 una mayor eficacia antibacteriana. Se espera que las
nanoparticulas de quitosano (CS-NP) en virtud de su carga y tamafo posean una
actividad antibacteriana mejorada.

Mecanismo de accion

El mecanismo de accidén propuesto es la muerte mediada por contacto que
implica la atraccidn electrostatica de quitosano cargado positivamente con membranas
celulares bacterianas cargadas negativamente. Esto podria conducir a la
permeabilidad alterada de la pared celular, lo que eventualmente resultaria en la
ruptura de las células y la fuga de los componentes proteicos y otros componentes
intracelulares. Bajo microscopia electronica de transmision, se observé que las células
bacterianas estaban completamente envueltas en el quitosano, formando una capa
impermeable. Esto podria resultar en la prevencion del transporte de solutos
esenciales que conducen a la muerte celular. En el caso de los hongos, se hipotetizd
que el quitosano ingresa a la célula y alcanza el nucleo, se une con el ADN e inhibe la
sintesis de ARN y proteina (12).

12
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Figura 9: Un diagrama esquematico que ilustra el mecanismo antibacteriano de las nanoparticulas con
carga positiva (por ejemplo, Quitosano). Biopelicula bacteriana madura que consiste en abundantes
EPS y bacterias incluidas. Cuando se introducen nanoparticulas catidénicas para el tratamiento de
biopeliculas, puede interactuar con EPS y células bacterianas. La interaccion electrostatica inicial entre
nanoparticulas con carga positiva y superficie bacteriana con carga negativa. La destruccion bacteriana
se produce por la peroxidacion lipidica mediada por contacto a través de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS). El dafio a la membrana y el aumento de la permeabilidad de la membrana
inestable eventualmente conduce a la entrada de nanoparticulas en el citoplasma y la liberacién de los

componentes citoplasmaticos.
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Hidroxido de calcio

El hidroxido de calcio se introdujo originalmente en el campo de la endodoncia
por Herman en 1920 como un agente que tapa la pulpa. Es un polvo blanco inodoro
con la formula Ca(OH)2 vy tiene un peso molecular de 74.08. Ca(OH). tiene baja
solubilidad en agua (aproximadamente 1.2 g/L-1 a 25 °C), que disminuye a medida
que aumenta la temperatura. El coeficiente de disociacion de Ca(OH)2(0.17) permite
una lenta , liberacion controlada de iones de calcio e hidroxilo. La baja solubilidad es
una buena caracteristica clinica porque es necesario un largo periodo para que el
Ca(OH). se vuelva soluble en los fluidos tisulares cuando esta en contacto directo con
tejidos vitales. El Ca (OH)2 tiene un pH alto (alrededor de 12.5- 12.8), es insoluble en
alcohol y se clasifica quimicamente como una base fuerte. Sus principales acciones
son el resultado de la disociacion ionica de los iones Caz + y OH- y su efecto sobre los
tejidos vitales, como inducir la deposicidn de tejido duro y ser antibacteriano. El
Ca(OH). se disocia en calcio e iones hidroxilo al contacto con fluidos acuosos.
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Figura 10: Presentacion comercial del hidroxido de calcio. Imagen tomada de internet
https://www.google.com/search?g=hidroxido+de+calcio&rz=1C5CHFA_enMX756MX756&source=Inm
s&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwis2q600u7hAhVCs6wKHRsmDicQ_AUIDigB&biw=1120&bih=630

El Ca(OH)2 en agua tiene un comportamiento tixotropico, lo que significa que
sera muy fluido cuando se agite. Cuando el Ca(OH). esta expuesto a diéxido de
carbono (CO2) o iones de carbonato (COs-) . Los iones hidroxilo del Ca(OH). ejercen

14
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su mecanismo de accién en la membrana citoplasmica porque alli es donde se
localizan los sitios enzimaticos. Las enzimas extracelulares actuan sobre los
nutrientes, carbohidratos, proteinas y lipidos que, a través de la hidrdlisis, favorece la
digestion. Las enzimas intracelulares localizadas en la célula favorecen la actividad
respiratoria de la estructura de la pared celular. El gradiente de pH de la membrana
citoplasmica se ve alterado por la alta concentracidn de iones hidroxilo del hidréxido
de calcio que actua sobre las proteinas de la membrana (desnaturalizacion de
proteinas). El alto pH del Ca(OH). altera la integridad de la membrana citoplasmica
por medio de dafio quimico a los componentes organicos y transporte de nutrientes o
mediante la destruccion de fosfolipidos o acidos grasos insaturados de la membrana

citoplasmica durante la peroxidacidén proceso, que es una reaccion de saponificacion.

El ajuste del pH intracelular esta influenciado por diferentes procesos celulares,
como el metabolismo celular, alteraciones de la forma, movilidad, ajuste de los
transportadores y polimerizacion de los componentes del citoesqueleto, activacion de
la proliferacién y crecimiento celular, conductividad y transporte a través de la
membrana, y volumen celular isosmotico. Por lo tanto, muchas funciones celulares
pueden verse afectadas por el pH, incluidas las enzimas que son esenciales para el
metabolismo celular. Estrela et al. descubrieron que la inactivacion enzimatica
bacteriana en condiciones de pH extremas durante un largo periodo de tiempo es

irreversible (14).

Como se requiere de un tiempo ideal de accion, para la efectiva destruccién de
las bacterias por contacto directo en la luz del conducto radicular y por contacto
indirecto en los tubulos dentinarios, mas importante que el efecto antimicrobiano del
vehiculo empleado, serd su capacidad de solubilidad a fin que actué de manera
sinérgica, lo ayude a difundir y a disociarse rapidamente, permitiéndole llegar a
aquellos conductillos laterales, que son inaccesibles a la preparacion mecanica,
mejorando en consecuencia la propiedad antimicrobiana que el Hidroxido de Calcio
tiene per sé (15). El vehiculo utilizado para mezclar el Ca(OH)2 al parecer juega un

papel importante, puesto que determina el tiempo que los iones Ca™y OH se
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mantendran libres luego de haberse disociado. Se han propuesto tres tipos de

vehiculos: acuosos, viscosos y aceitosos (16).

Los vehiculos acuosos estan constituidos por substancias soluble en agua,
como agua, solucion salina y anestésicos. En este caso, luego de la disociacién idnica,
los iones OH- se inactivan rapidamente al unirse a atomos de hidrégeno (H) del
vehiculo utilizado, que a pesar de estar saturados mantienen una ligera carga positiva,
pudiendo formar enlaces dipolo-dipolo con los iones OH- que mantienen carga
negativa. De igual los iones OH" reaccionan con los sistemas buffer de la dentina,
reduciendo el tiempo de efectividad del hidréxido de calcio (17,18). Algunos de los
vehiculos viscosos también son solubles en agua, pero su alto peso molecular permite
que luego de la disociacion ionica, la inactivacion de los iones Ca*™ y OH" ocurra mas
lentamente, al reducirles su capacidad de difusién. Dentro de este grupo se encuentran
la glicerina, el propilenglicol y el polietilenglicol. Estas sustancias se caracterizan por
tener en sus estructuras quimicas grupos OH con ligera carga negativa, los cuales
pueden reaccionar con el ion Ca** a través de enlaces idn-dipolo, asi como atomos de
hidrégeno que pueden reaccionar con los iones OH" del hidroxido de calcio (18,19, 22-
23).

Los vehiculos aceitosos son substancias no solubles en agua que tienen muy
baja solubilidad y capacidad de difusion en los tejidos, en las que la disociacion idnica
no ocurre, por lo que el efecto del hidroxido de calcio sera nulo. Por ello, utilizar un
aceite como vehiculo es un error. Quimicamente es imposible medir el pH de un aceite,
puesto que no permiten la disociacion de iones H'y OH-, confirmando Ila
incompatibilidad del Ca(OH)2 con los aceites (16,23-25). Se ha reportado que la
solucion anestésica es el vehiculo mas favorable para reducir la tension superficial del
Ca(OH)2 (20). Al contrario, cuando el efecto que se busca es prolongar el tiempo de
liberacion ionica, se ha demostrado que el mejor vehiculo es el propilenglicol (21).

Se ha comparado la eficacia en la colocacion del Ca(OH). mezclado con agua
o con dlicerina, en dientes con conductos curvos. Los resultados mostraron que

ninguna de las mezclas realizadas con agua logro alcanzar el tercio apical, en tanto
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que solo el 50% de las mezclas realizadas con glicerina lograron llegar al tercio apical,
demostrando asi las dificultades que conlleva su aplicacion correcta dentro del
conducto radicular (18).

Caracteristicas del género Enterococcus

El término “enterococo” fue por primera vez acuiado por Thiercelin en una
publicacion del aino 1899 en Francia, para referirse a unos nuevos diplococos Gram-
positivos de origen intestinal. Tiempo después en el mismo afio se describio el primer
caso de endocarditis descrita por MacCallum y Hastings, la causa se le atribuy6 a un
microorganismo que denominaron Micrococcus zymogenes, trabajos posteriores
darian a conocer que se trataba de un enterococo hemolitico (22). Mas adelante en
1906 este microorganismo fue clasificado en el género Streptococcus por Andrewes y
Holder, fue llamado Streptococcus faecalis al descubrirse en un paciente con
endocarditis y por la semejanza que tenian con los microorganismos que habitan el
intestino. El segundo microorganismo fecal fue descrito por Orla-Jensen en 1919, fue
llamado Streptococcus faecium el cual compartia caracteristicas similares con los

demas miembros del género (23).

La clasificacion e identificacion de los estreptococos (enterococos) se baso por
mucho tiempo en los grupos seroldgicos de Lancefield, hasta aqui todos los
microorganismos eran designados segun el orden del alfabeto, y se sabia para
entonces que todos los streptococos (enterococos) poseian el antigeno del Grupo D y
Streptococcus Bovis y S. Equinus también compartian este serotipo, pero mas tarde
serian reconocidos por Sherman (1937) como un grupo distinto al de los
Streptococcus; los dividio en cuatro grupos: el grupo Enterococci, los acido lacticos, el
grupo viridans, y el grupo de los Streptococcus pyogenes; no obstante Kalina en 1970
propuso la creacion del nuevo género Enterococcus donde se ubicarian especies
como Streptococcus Faecalius y Streptococcus Faecium, también propuso que se
pasara a este nuevo género especies como Streptococcus durans, a la clasificacion
de subespecies como Enterococcus Faecium subsp. Durans (24). Pero no fue hasta
1984, por los experimentos de hibridizacion ADN-ADN y ADN-ARNr realizados por
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INTRODUCCION

Schleifer y Kilpper-Balz, se oficializé el nuevo género Enterococcus al confirmar las
diferencias moleculares y quimicas que indicaban que las especies Streptococcus
faecalis y Streptococcus faecium tenian que ser nominales en el género Enterococcus

ya que eran muy diferentes de los otros Streptococcus (22,25).

Identificacion del Enterococo Faecalis

Los Enterococcus son cocos Gram positivos, de morfologia esférica u ovoide
de 0.6 a2.0 x 0.6 a 2.5 ym; anaerobios facultativos, no tienen motilidad, con excepcion
de E. gallinarum y E. casseliflavus. Tienen gran capacidad de adaptabilidad a
condiciones extremas como NaCl 6.5%, pH 9.6, son catalasa negativa, crecen a
temperaturas de 10 a 45°C, pero su temperatura éptima es de 37°C, pueden sobrevivir
minimo por 30 min a 60°C, se desarrollan en presencia de 40% de bilis e hidrolizan la
esculina; asi como otros Streptococcus del grupo D, a diferencia de éstos dan negativo
a la prueba PYR (L-pirrolindonil B-naltil-amida)(22). Por lo general producen, a o y
hemolisis, excepto algunas especies como E. faecalis, E. durans y E. gallinarum que
pueden mostrar B-hemoalisis (25).
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INTRODUCCION

Tabla 1. Grupos y especies de Enterococcus spp. Hasta la actualidad se conocen

las siguientes especies de Enterococcus que pertenecen a este género.

Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V
Especie Especie Especie Especie Especie

E. avium E. faecalis E. dispar E. asini E. columbae
E. gilvus E. faecium E. durans E. ceccorum E. canis

E. malodoratus E. casseliflavus E. hirae E. sulfurous E. moraviensis
E. pallens E. gallinarum E. ratti E. phoeniculicola

E. pseudoavium E. mundtii E. villorum

E. raffinosus E. haemoperoxidus

E. saccharolyticus

*Enterococcus, E. especie
especie CDC PNS- CDCPNS-E2
E-3 Es una nueva
Esta especie fue especie del CDC
aislada del tejido que ha sido
encefalico de un propuesta,
paciente de 11 aislada de

meses en Honoluli, hemocultivos en

Honduras 2001. un paciente en
Los Angeles
1997.

Fuente: KONEMAN E., Allen Stephen. Diagnostico microbiolégico: texto y atlas en color. 2008. 6°
edicién. Editorial Médica Panamericana. p. 668-670.

Enterococo Faecalis son microorganismos anaerobios facultativos, inmouvil,
catalasa negativo o débilmente positiva, con capacidad para fermentar glucosa y
otros carbohidratos con produccion de acido lactico, pero sin gas. Ademas, presenta

capacidad para formar biopeliculas. Los Enterococcus se diferencian de los
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INTRODUCCION

Strectococcus en que pueden crecer en un rango de temperatura de 10°C a 45°C. Son
mas resistentes a los cambios ambientales adversos, pudiendo tolerar
concentraciones de 6,5% de NaCl, desarrollarse a pH 9.6 y soportar temperaturas de
60°C hasta por media hora.

Estas bacterias presentan adhesinas de superficie que facilitan su unién a las
células que tapizan los tejidos intestinales y vaginales del organismo anfitrion humano,
y secretan enzimas extracelulares con actividad hemolitica (citolisinas) y proteolitica
(p- €j., gelatinasa, serina proteasa). Los enterococos son patégenos importantes, sobre
todo en pacientes hospitalarios. Estos son una de las causas mas frecuentes de
infecciones hospitalarias. La via urinaria es la localizacion mas frecuente de las
infecciones enterococicas y las infecciones se asocian con frecuencia con
cateterizacién o instrumentacién urinaria. Estas infecciones pueden ser asintomaticas
y son asociadas a fuga de bacterias intestinales, los sitios mas afectados, via urinaria,
peritoneo, tejido cardiaco. Las enfermedades incluyen infecciones urinarias, peritonitis,
infecciones de las heridas y bacteremia con o sin endocarditis. Los enterococos crecen
con facilidad en medios no selectivos como agar sangre y agar chocolate. Estos
microorganismos se pueden identificar facilmente con tincion de gram y pruebas

bioguimicas sencillas (26).

Figura 11: Tincion de Gram de un hemocultivo con Enterococo Faecalis.

Imagen tomada de Microbiologia Médica de Patrick R. Murray.
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INTRODUCCION

Morfologia y Estructura

Enterococcus faecalis son cocos de tamafio 0,6-2,0 x 0,6-2,5 ym, Gram

positivos que se distribuyen en cadenas cortas o en pares. No forman esporas (27).

Figura 12: Muestra la agrupacion por pares o cadenas cortas del Enterococo Faecalis.
Imagentomada de internet https://es.slideshare.net/pabloandresriquelme9/enterococcus-

generalidades-virulencia-y-resistencia-antibiotica.

Virulencia
Su virulencia viene mediana por la capacidad de adherirse a alas superficies
del hospedador y la resistencia | tratamiento antibiotico.

Epidemiologia en endodoncia

Siqueira y Rocas., analizaron microorganismos asociados con enfermedades
post-tratamiento utilizando PCR, se tomaron muestras de los conductos radiculares de
veintidos dientes obturados con enfermedad persistente, que fueron seleccionado para
retratamiento endododntico. Se extrajo ADN de las muestras y se analiz6 la presencia
de 19 especies diferentes mediante el uso de la PCR. Todas las muestras fueron
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INTRODUCCION

positivos para al menos una de las 19 especies estudiadas. Enterococcus faecalis fue

la especie mas prevalente y se detecto en el 77% de los dientes (28).

Pared celular

Enterococo Faecalis posee una pared celular con antigenos del grupo D, el
cual es un acido lipoteicoico que se encuentra asociado con la membrana
citoplasmatica de la bacteria y que contiene residuos de glicerol. Ademas, posee gran
cantidad de mureina y acido teicoico. Por su parte, los acidos lipoteicoico presente en
la pared celular (antigeno grupo D) inducen la produccion del factor de necrosis

tumoral y del interferon gamma modulando la respuesta inmune (27).
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Gran parte de las patologias endoddnticas estan vinculadas a la presencia de
bacterias. Existen distintas vias de entrada de microorganismos, siendo los tubulos
dentinarios una ruta de entrada de bacterias y toxinas hacia el interior de los conductos
radiculares. Cuando la pulpa se torna necrotica se vuelve un ambiente propicio para el
desarrollo de microorganismos que posteriormente causan enfermedad en los tejidos

periodontales a través del orificio apical y/o conductos accesorios.

Existen soluciones irrigantes para el tratamiento de los conductos radiculares,
sin embargo, al no permanecer por un tiempo prolongado dentro de los conductos
radiculares, no suelen ser altamente eficaces, es una necesidad en casos de necrosis
dejar una medicacion intraconducto para lograr una mayor erradicacién de

microorganismos.

Este trabajo terminal, nos permitira evaluar un efecto prolongado de la
medicacion de hidroxido de calcio al adicionarle nanoparticulas de plata y quitosano
con una infeccion producido por Enterococo Faecalis in vitro, para estimar su estadio
in vivo, y caracterizar los procedimientos clinicos y trasmitirlos a la comunidad

estudiantil del posgrado de endodoncia de la Universidad Autonoma de Baja California.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el presente proyecto se plantea la adicion de nanoparticulas de plata y
quitosano al hidroxido de calcio para buscar aumentar su capacidad antimicrobiana y
un efecto prolongado de la medicacion intraconducto.

¢La adicion de las nanoparticulas de plata y/o quitosano ayudara a prolongar el efecto
antimicrobiano del hidroxido de calcio?
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Hipoétesis de trabajo

La investigacion de este trabajo permitira evaluar el incremento de la efectividad
antimicrobiana, asi como su efecto prolongado con la adicion de nanoparticulas de
plata y quitosano al hidroxido de calcio que se utilizaran como medicacion
intraconducto contra Enterococo Faecalis.

Hipotesis nula

La adicion de nanoparticulas de plata no mostrara efectividad antimicrobiana

prolongada contra Enterococo Faecalis.

La adicion de nanoparticulas de quitosano no mostrara efectividad
antimicrobiana prolongada contra Enterococo Faecalis.

Hipotesis alternativa

La adicion de nanoparticulas de plata mostrara efectividad antimicrobiana

prolongada contra Enterococo Faecalis.

La adicidon de nanoparticulas de quitosano mostrara efectividad antimicrobiana
prolongada contra Enterococo Faecalis.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto prolongado de la pasta de hidréxido de calcio con la adicidn
de nanoparticulas de plata y nanoparticulas de quitosano al ser utilizado como

medicacién intraconducto.

Objetivo especifico

1) Evaluar el efecto antimicrobiano prolongado de la pasta de hidroxido de calcio

frente al Enterococcus Faecalis.

2) Evaluar el incremento de la accidn antibacteriana y un efecto prolongado de la
pasta de hidréxido de calcio adicionada con nanoparticulas de plata frente al

Enterococcus faecalis.

3) Evaluar el incremento de la accidn antibacteriana y un efecto prolongado de la
pasta de hidroxido de calcio adicionada con nanoparticulas de quitosano frente

al Enterococcus faecalis.

4) Comparar la accién antibacteriana de las diferentes pastas frente al

Enterococcus Faecalis.
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OPERACION DE VARIABLES

VARIABLES

Variable dependiente

e Accion prolongada antibacteriana sobre el Enterococcus Faecalis.

Variable independiente

1. Pasta de hidréxido de calcio.

Cuenta con 3 niveles:

1. Pasta de hidréxido de calcio.
2. Composicion de Pasta de hidroxido de calcio con nanoparticulas de plata.

3. Composicidén de Pasta de Hidroxido de calcio con nanoparticulas de quitosan.

OPERACION DE VARIABLES

La prolongacion de la medicacion intraconducto, se refiere a la capacidad de
liberacién lenta del farmaco o en este caso de las nanoparticulas de plata y
nanoparticulas quitosan, para evaluar su efecto en el transcurso del tiempo de espera
entre citas. Los 6rganos dentarios seran estandarizados, instrumentados con el
sistema Edge Sequel Sapphire (Albuguerque,New Meéxico USA) de acuerdo al
fabricante, se sellaran las paredes externas radiculares y posteriormente seran

esterilizados.

Se prepararan muestras en diferentes grupos y se contaminaran con
Enterococcus Faecalis (ATCC 29212), posteriormente seran incubadas hasta un
periodo de 14 dias. Seran colocadas las pastas de hidréxido de calcio y a continuacion

se realizara la toma de muestras que seran seleccionadas al azar para realizar un
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OPERACION DE VARIABLES

cultivo microbiolégico y evaluar el crecimiento bacteriano a distintos intervalos de

tiempo 14 y 21 dias.

Tabla 2. Muestra la operacionalizacion de variables.

Variable Conceptualizacion Tipo de Indicadores Escala Valor
variable
Enterococo El Enterococo faecalis es un cocos | Variable Cocos o esferas en | Nominal Positivo
faecalis Gram positivos, de morfologia | dependiente cadenas cortas,
esférica u ovoide de 0.6 22.0x0.6 a bacteria gram- Negativo
2.5 pm; anaerobio facultativo, no positiva.
tienen motilidad, presenta gran
capacidad de adaptabilidad a
condiciones extremas como NaCl
6.5%, pH 9.6, son catalasa negativa,
crecen a temperaturas de 10 a45°C,
pero su temperatura éptima es de
37°C.
Nanoparticulas de | Las  nanoparticulas de plata | Variable Se sabe que las | Nominal Positivo
plata presentan un tamafio entre 1-100 | Independiente | nanoparticulas de | Concentracién
nm, muestran interesantes plata interaccionan | 3% Negativo
propiedades bioldgicas, Opticas, con los grupos
magnéticas, electrénicas y sulfhidrilo de
cataliticas que, en general, se proteinas 'y ADN,
relacionan con su tamano, forma, alterar la union de
composicion, cristalinidad y hidrégeno, cadena
estructura de la particula. respiratoria,
desenrollar el ADN e
interferir  con la
sintesis de la pared
celular.
Nanoparticulas de | Las nanoparticulas de quitosano ha | Variable Las nanoparticulas de | Nominal Positivo
quitosano recibido gran interés en la | Independiente | quitosano se han | Concentracién
biomedicina debido a su versatilidad desarrollado 0.12% Negativo
en diversas formas, como el polvo principalmente para
(micro y nanoparticulas), capsulas, aplicaciones
peliculas, andamios, hidrogeles, antibacterianas y de
perlas y vendajes. administracion de
farmacos.
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METODOLOGIA

MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO

e Experimental y observacional. In vitro

UNIVERSO DE ESTUDIO

e Se utilizaran 32 6rganos dentales uniradiculares humanos intactos con apices
rectos de un solo canal y maduros, extraidos recientemente por motivos

ortoddnticos o periodontales.

e Nanoparticulas de plata.

e Nanoparticulas de quitosano.

METODOLOGIA

Materiales e instrumental

El disco diamantado para seccionar se obtuvo de la casa comercial (Komet,
Brasseler, Lemgo, Alemania), se utilizaron limas tipo k 15 (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suiza), los instrumentos rotatorios de instrumentacion utilizados fueron
sistema Edge Sequel Sapphire (Albuquerque,New México USA), los agentes irrigantes
fueron hipoclorito de sodio 5.25% utilizado fue (Clorox) y acido etilendiaminoteracético
EDTA 17% (Sybron Endo, Ca), esmalte de unas transparente. Se uso cultivo puro de
Enterococcus Faecalis (ATCC 29212), caldo de infusién cerebro /corazén (BHI), una
campana de flujo laminar (LABCONCO, Kansas City, MO USA.), micro tubulos
Eppendorf , incubadora (Lab Line, Proveedor Cientifico S.A.), para el secado se
utilizaron puntas de papel de la casa (Sybron Endo ,Ca) y para las medicaciones
intraconducto se utilizé hidréxido de calcio (UltraCal Xs, Ultradent Products Inc.
,EE.UU.), mezclado con nanoparticulas de plata o con nanoparticulas quitosano y
solucion salina para el grupo control, para la colocacion de estas medicaciones se

utilizaran 1éntulos (Mani Inc, Tachigiken, Japén). Las muestras se enjuagaran y
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METODOLOGIA

neutralizaran con solucion de acido citrico al 20%. Asi mismo, se utilizaran limas
Hedstroem del tamafio 30 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiza) y solucion salina

fisiologica, un vortice y placas de agar sangre.

Preparacioén de los dientes

Para este estudio, se recolectaron 32 érganos dentales uniradiculares humanos
intactos con apices rectos de un solo canal y maduros, extraidos recientemente. Los
dientes se decoronaron debajo de la union de cemento-esmalte, perpendicular al eje
largo, utilizando un disco de diamante de lado seguro (Komet, Brasseler, Lemgo,
Alemania) y la longitud radicular fue estandarizada a 15 mm. Las raices se examinaron
bajo un lazo de lupa para asegurar la ausencia de grietas. Se insert6 una lima K de
tamano 15 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiza) en los conductos radiculares hasta
que fue visible en el foramen apical y la longitud de trabajo se estableci6 1 mm mas

corta que esta longitud.

La instrumentacion mecanica se realizd utilizando una secuencia del sistema
Edge Sequel Sapphire (Albuquerque, New México USA), hasta un calibre 30/.04 como
calibre apical. Se uso hipoclorito de sodio al 5.25% (NaOCI) para irrigacion. Al final de
la instrumentacion, la capa de barrillo dentinariose eliminé utilizando 3 ml de acido
EDTA 17%, seguido de 5 ml de NaOCl al 5,25%, cada uno durante 5 minutos. Después
del lavado final con 10 ml de solucion salina fisioldgica, los conductos se secaron con
puntos de papel (Sybron Endo, Ca). Para prevenir la contaminacion bacteriana
externa, todas las superficies externas de los dientes se cubrieron con dos capas de
esmalte de ufias, excepto el area de acceso. Las raices se colocaron en tubos y luego
se autoclavaron en 121 °C durante 30 minutos. Se obtuvieron cultivos de muestras
para verificar la esterilizacion a los 7 dias y se realiz6 una resiembra para verificacion

a los 14 dias.
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Infeccidn del conducto radicular experimental

Se usO cultivo puro de Enterococcus Faecalis (ATCC 29212) como
microorganismo de prueba. Las colonias bacterianas aisladas durante 24 horas se
suspendieron en 5 ml de caldo de infusién de cerebro / corazén (BHI) y luego se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Se transfirieron veinte pyl de la suspension
bacteriana a cada canal bajo una campana de flujo laminar (LABCONCO, Kansas City,
MO USA.). Luego los microtubos se volvieron a tapar y se incubaron a 37 °C durante
21 dias.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Al final del periodo de incubacién, el medio en el microtubo se aspird
asépticamente y los conductos se secaron utilizando puntas de papel estériles. En
seguida, los 6rganos dentarios fueron separados al azar en 3 grupos experimentales
(n =8) y un grupo control (n = 8) y se colocaron las medicaciones intraconducto; cada
grupo fue expuesto a las distintas medicaciones intraconducto, (grupo 1) compuesto
por pasta de Ca(OH). mezclada con suspension de nanoparticulas de quitosano,
(grupo 2) pasta de Ca(OH):, (grupo 3) pasta de Ca(OH)2 mezclada con nanoparticulas
de plata; con una proporcion 1:1 en los tres grupos experimentales y (grupo 4) grupo
control con solucion salina estéril. Los medicamentos se llevaron al conducto
utilizando léntulos (Mani Inc, Tachigiken, Japon). El exceso de material se elimin6 de
las entradas de los canales. Luego se colocaron los dientes en microtubos estériles de
1,5 cc y los microtubos se sellaron. Después de la colocacion de los diversos
medicamentos, todos los grupos se subdividieron al azar en tres subgrupos iguales y
se incubaron durante diferentes periodos de tiempo de 14 y 21 dias a una temperatura
de 37 °C y 100% de humedad. Se realizaron muestras al final del periodo de
incubacion, cada muestra se lavé con 5 ml de solucion salina estéril para eliminar la
medicacion probada. Las muestras se enjuagaron y neutralizaron con 0.5 mL de
solucién de acido citrico al 20%. Luego se realiz6 una ultima irrigacion con 1.0 mL de

solucion salina estéril.
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Las muestras microbianas se obtuvieron de cada subgrupo en condiciones
asépticas. Para este propodsito, se limé circunferencialmente en el conducto con una
lima Hedstrom estéril #30 (Mani Inc, Tachigiken, Japdn) con giros a contra de las
manecillas del reloj con una ligera presion. Luego se coloco una punta de papel esteéril
# 30 en el canal durante 60 segundos y se transfirid en los microtubos de prueba que
contenian 1,0 ml de solucion salina fisiologica y se agité durante 30 segundos en un
vortice. Luego, se sembroé una alicuota de 10 ul de la suspensién microbiana en una
placa de agar sangre. Los muestreos se realizaron para cada grupo y después de 24
horas de incubacion, se registraron los numeros de unidades formadoras de colonias
(UFC) (26-27)
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RESULTADOS

RESULTADOS

Los organos dentarios a utilizar se estandarizaron a 15 mm, fueron
instrumentados con el sistema Edge Sequel Sapphire hasta un calibre 30/.04, los
cuales fueron irrigados con solucion de hipoclorito de sodio al 5.25% entre
instrumentos, con una irrigacion final de EDTA al 17% activada con ultrasonido, fueron
secados con puntas de papel estéril y barnizados en su superficie externa para
prevenir contaminacion, éstos fueron autoclavados a 121°C por 30 minutos, para

posteriormente tomar muestra para verificar su esterilizacion.

Figura 14: Subgrupos esterilizados.
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RESULTADOS

Figura 15a, 15b: Fotografias de siembra de alicuotas del grupo control y grupos experimentales a)
Compuesto Ca(OH)2 + nanoparticulas de quitosano, b) grupo Ca(OH)2, ¢) grupo Compuesto Ca(OH)2 +
nanoparticulas de plata y d) grupo control.

Figura 16: Fotografia de grupo control a las 24 horas de incubacién a 37°C con 100% de humedad tras
sembrado de una alicuota de 10 pL de cada espécimen.

34



RESULTADOS

Figura 17a, 17b, 17c: Fotografia de grupos a) Compuesto Ca(OH)2 + nanoparticulas de quitosano, b)
grupo Ca(OH)z2, c) grupo Compuesto Ca(OH)z + nanoparticulas de plata pos inoculacion con E. Faecalis

a las 24 horas de incubacion sin medicacion.

Se realiz6 una incubacién a 37 °C y 100% de humedad para obtener una
muestra microbioldgica madura con una concentracion aproximada de 8X108 UFC/ mL
alos 7 dias.

Figura 18: Espectrofotometro calculando la concentracion aproximada a 8X10° UFC/ mL.
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RESULTADOS

Figura 20a, 20b, 120c: Fotografia de grupos a) Compuesto CaOH: + nanoparticulas de quitosano, b)
grupo CaOHz, c) grupo Compuesto CaOH: + nanoparticulas de plata pos inoculaciéon con E. Faecalis a

los 7 dias de incubacion sin medicacion.

Con el propésito de verificar que el grupo control se mantuviera sin crecimiento
bacteriano, se realizé una resiembra de 10 pyL de cada espécimen, y se incubd por 24

horas para su posterior analisis.
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RESULTADOS

Figura 21: Resiembra de grupo control a los 14 dias mostrando el grupo control estéril.

Una vez que la muestras microbioldgicas concluyeron los 14 dias de incubacion,
se procedio a la colocacion de la medicaciones correspondientes a cada grupo: a)
Compuesto Ca(OH). + nanoparticulas de quitosano, b) grupo Ca(OH)2, ¢) grupo
Compuesto Ca(OH). + nanoparticulas de plata. Para el procedimiento se mezclaron
los componentes en una proporcion 1:1 y con la ayuda de Iéntulos se introdujo la
medicacion a cada conducto y se elimind el excedente de la entrada, cada érgano
dentario se coloc6 en un microtubo y se taparon, seguido de una incubacion de 21

dias, se analizaran en dos periodos distintos 14 y 21 dias.

N

Figura 22a, 22b: Colocacion de medicaciones correspondientes a cada subgrupo a) Compuesto
Ca(OH)2 + nanoparticulas de quitosano, b) grupo Ca(OH)2, ¢) grupo Compuesto Ca(OH). +
nanoparticulas de plata con la ayuda de léntulos.

37



RESULTADOS

Posterior al periodo de incubacion de 14 dias se realiz6 una irrigacion con 1 mL
solucion fisioldgica estéril para remover la medicacion , se neutralizaron con 0.5 mL de
acido citrico y un limado circunferencial con lima tipo hedstrom con ligera presion en
contra de las manecillas del reloj fue realizado, seguido de una irrigacion final con 1
mL de solucion fisiologica, se introdujo una punta de papel #30 estéril por 60 segundos
y se transfirieron a un microtubo que contenia 1,0 mL de solucidn fisiologica, las cuales
fueron centrifugadas por 30 segundos, un sembrado de alicuotas de 10 pyL fue
realizado de cada espécimen para su posterior incubacién. Se puede apreciar
claramente un cambio significativo a los 14 dias en los tres grupos, mostrando

ausencia de crecimiento bacteriano.

Figura 23: Materiales para la toma de muestra pos incubacion 14 y 21 dias.
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RESULTADOS

Figura 24a, 24b: Toma de muestra para sembrado de alicuotas en condiciones asépticas en campana

de flujo laminar.

Figura 25a, 25b, 25c¢: Muestra de ausencia de crecimiento bacteriano en grupos con las medicaciones
correspondientes: a) Compuesto Ca(OH)2 + nanoparticulas de quitosano, b) grupo Ca(OH)z, c) grupo

Compuesto Ca(OH)2 + nanoparticulas de plata con un periodo de incubacion con de 14 dias.
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RESULTADOS

En el segundo muestreo, a los 21 dias se puede observar un crecimiento

bacteriano correspondiente a <10,000 UFC/mL en los tres grupos experimentales, lo

gue evidencia que a este periodo se reinicia la actividad bacteriana.

Figura 26a, 26b, 26¢c: Muestra de crecimiento bacteriano correspondiente a <10,000 UFC/mL en

grupos: a) Compuesto Ca(OH)2 + nanoparticulas de quitosano, b) grupo Ca(OH)2, ¢) grupo Compuesto

Ca(OH)2 + nanoparticulas de plata con un periodo de incubacion con de 21 dias.

Tabla 3. Muestra resultados en ambos intervalos de tiempo pos tratamiento.

14 Dias

Compuesto Compuesto Ca(OH). + Ca(OH),

nanoparticulas de quitosano

Resultado No mostré crecimiento No mostré crecimiento

bacteriano bacteriano

21 Dias

Compuesto Ca(OH)2 +
nanoparticulas de quitosano

Compuesto Ca(OH).

Resultado 3 de 4 muestras 3 de 4 muestras

mostraron crecimiento mostraron crecimiento

bacteriano bacteriano

Compuesto Ca(OH)2 +
nanoparticulas de plata
No mostré crecimiento

bacteriano

Compuesto  Ca(OH)2  +
nanoparticulas de plata

2 de 4 muestras
mostraron crecimiento

bacteriano
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DISCUSION

El Enterococcus Faecalis es una de las principales bacterias aisladas en las
muestras de infecciones endoddnticas debido a su capacidad de invadir los tubulos
dentinarios y adherirse a las paredes del conducto radicular. Este microorganismo
puede persistir aun después de haberse realizado un tratamiento de conductos y es
capaz de resistir cambios de pH altamente basicos, asi como periodos prolongados
con pocos o nulos nutrientes (31).

Shabahang y col., en 2003 (32), mencionan que el Enterococcus Faecalis es
frecuentemente el patdgeno dominante en la periodontitis apical persistente,
sugiriendo que ésta sola especie tiene el potencial para mantener una infeccion del
conducto radicular y la lesidn perirradicular. La utilizacion de un medicamento
intraconducto con propiedades antibacteriales entre citas, disminuye o erradica la
carga bacteriana del sistema de conductos e incrementa considerablemente el éxito
del tratamiento de conductos (33). El hidroxido de calcio ha sido ampliamente usado
en endodoncia como medicacion intraconducto; su pH alto tiene efectos dafiinos como
la inactivacion del sistema de transporte de la membrana sobre las propiedades
biolégicas de la pared celular, resultando téxico para las bacterias (34).

Wu y col., 2014 (35) realizaron un estudio donde se evaluaron una solucion al
0.1% cargada con nanoparticulas de plata como irrigante y en forma de gel al 0.02%
comparado con medicacién de hidroxido de calcio y solucidn salina en el grupo control,
donde se demostré que el gel utilizado como medicamento destruyd el biofilm de
manera significativa. Esto se atribuye al periodo de interaccion con el biofilm de las
paredes dentinarias, una interaccion a corto tiempo en forma de solucién no elimina el

biofilm.

En un estudio dirigido por Shaymaa y col., menciona que el Ca(OH)2 combinado
con solucién de quitosano fue mas efectiva en la inhibicion del crecimiento bacteriano

que cuando es comparada con Ca(OH)2 mezclada con solucion salina (30).

41



DISCUSION

Ballal y col.,, 2010 concluyeron que la adicion de quitosano a la pasta de
hidréxido de calcio como medicacion intraconducto promueve la liberacién de iones
por tiempo prolongado (36). En un estudio realizado por Shaik y col., (37) se concluyé
que la adicion de quitosano a la pasta de hidroxido de calcio hace mas efectiva la
inhibicion de Enterococcus Faecalis y C. Albicans que cuando se realiza la pasta con

solucion salina.

La adicién de nanoparticulas de plata o quitosano al hidréxido de calcio muestra
un efecto sinérgico al ser mezclado con un agente antimicrobiano bactericida
aumentando su eficacia. Al estar en contacto por un tiempo prolongado, se logra que
estas afecten de manera significativa la membrana celular de la bacteria, causando un
aumento en la permeabilidad de la membrana, y finalmente, la muerte de la célula

bacteriana.

El efecto antibacterial sinérgico de la medicacion compuesta por Ca(OH)2 +
quitosano, promueve la inhibicion, la entrada y recolonizacion de Enterococo Faecalis
al sistema de conductos, elimina biofilm de las paredes dentinarias y no afecta el
sellado de los cementos endodonticos permitiendo un sellado hermético, asegurando

el éxito a largo plazo del tratamiento de conductos.

En el presente estudio podemos observar que claramente existe una inhibicion
bacteriana al utilizar la pasta compuesta por Ca(OH). + AgNPs, lo que podemos
traducir que la utilizacion de la solucion de AgNPs como vehiculo para la medicacion
logre una disrupcion del biofilm de las paredes dentinarias y sea posible la remocion

del mismo con la desinfeccion quimico-mecanica.

Kim et al. (38).,han informado que la actividad antibacteriana de los AQNPs es
el resultado de la formacion de radicales libres. Los radicales libres originados en la

superficie de las nanoparticulas dafnan la membrana celular.
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Algunos estudios mencionan que la carga positiva en el ion es crucial por su
actividad antimicrobiana a través de la electrostatica. Atraccion entre la membrana

celular cargada negativa de Microorganismo y nanoparticulas cargadas positivas (38).

Ag+ Q G Destruccion celular
_ENDOCITOSIS t |

Incremento ROS Oxidaciéon molecular

A9*  Age
! } &

I.nbctacnon de iones .
8, Liberacion de iones

—_ ©

P

BIOFILM

- pe BACTERIA

Figura 27: Muestra esquema de la actividad antimicrobiana de las Ag NPs.

El quitosan y sus derivados, como el quitosano carboximetilado, muestran un
amplio rango de actividad antimicrobiana, biocompatibilidad y biodegradabilidad. Los
mecanismos exactos de la accion antibacteriana del quitosan y sus derivados aun no
estan vividos. Sin embargo, un mecanismo propuesto mas comunmente es la muerte
mediada por contacto que implica la atraccién electrostatica de quitosan cargado

positivamente con las membranas celulares bacterianas cargadas negativamente.

Esto podria conducir a la alteracion de la permeabilidad de la pared celular, lo
que eventualmente provocaria la ruptura de las células y la fuga de los componentes
proteinicos y otros componentes intracelulares. Rabea et al. propuso que el quitosano,
debido a su propiedad quelante, secuestra metales / nutrientes esenciales e inhibe las
actividades enzimaticas esenciales para la supervivencia de las células bacterianas.

Bajo microscopia electrénica de transmision, se observo que las células bacterianas
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estaban completamente envueltas en el quitosano formando una capa impermeable.
Esto podria haber resultado en la prevencién del transporte de solutos esenciales que
conducen a la muerte celular. En el caso de los hongos, el chitosan ingresa a las
células y alcanza los nucleos, se une al ADN e inhibe la sintesis de ARN y proteinas.
Las propiedades policationicas del quitosano, presentadas por los grupos de
glucosamina -NHs+ cargados positivamente, pueden ser el factor principal que
contribuye a su interaccion con los componentes de la superficie de las bacterias
cargados negativamente, dando lugar a extensas alteraciones de la superficie celular,
fugas de sustancias intracelulares y, en ultima instancia, causando dafos a las

actividades vitales de las bacterias (39).

Los resultados con la nanoparticulas de plata (AgNPs) demuestran que son un
potente agente antimicrobiano, en donde se han logrado avances en el conocimiento
de los diferentes mecanismos de accion contra las bacterias (40). Su mecanismo de
accion contra las bacterias Gram negativas (41), es la produccion de unas
perforaciones en la pared bacteriana, haciendo que la morfologia de la membrana

cambie, incrementando su capacidad permeable y facilitando la muerte celular (42).

La lisis bacteriana puede ser considerada como otra de las razones de esta
propiedad, las AQNPs modulan el perfil de la fosfo-tirosina de los péptidos bacterianos,
los cuales pueden afectar la sefal bacteriana de transduccion e inhibir el crecimiento
de estas bacterias (43). Asi también ha sido descrito que las AgNPs induce a una
desnaturalizacion o a la oxidacion de la pared celular la cual permite esta ruptura de
los organelos que se encuentran dentro de ellas, resultando asi la muerte bacteriana
(44). Se han referido tres efectos de las AgNPs contra las bacterias Gram negativas;
1) las AgNPs dentro del rango de 1-10 nm se unen a la superficie de la membrana de
la célula, alterando drasticamente su funcionamiento, asi como la permeabilidad y la
respiracion. 2) las AQNPs son capaces de penetrar dentro de la bacteria y causar mas
dafios por la posibilidad que tienen de interactuar con azufre y fosforo que son
compuestos que contiene el ADN. 3) las AgNPs pueden liberan iones de plata, las
cuales tienen una contribucién adicional al efecto bactericida de las AgNPs, ya que es

mas pronunciado contra organismos gram negativos que las gram-positivas (45).
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En esta investigacion, la actividad bactericida tanto de las nanoparticulas de
plata como de quitosano al ser adicionadas al hidroxido de calcio fue alta, mostrando
un efecto elevado a los 14 dias y decrecimiento a los 21 dias, no obstante el nivel de
eficacia no se vio afectado de una semana a otra de manera significativa, ya sea por
la liberacion de radicales libres por medio de las nanoparticulas de plata o la actividad
electrostatica de las nanoparticulas de quitosano, la actividad antibacteriana
permanecio a los largo del periodo de incubacién. Al desintegrarse el biolfilm de las
paredes dentinarias se hace mas facil su remocion por medios quimicos y mecanicos,
logrando asi una desinfeccion adecuada del sistema de conductos. En el caso de las
bacterias, las bacterias gram positivas fueron mas susceptibles que las gramnegativas.

El pH, el grado de desacetilacion (DD), el peso molecular, las modificaciones
quimicas y la presencia de lipidos y proteinas son puntos importantes para la actividad
antibacteriana. Se sabe que la DD influye en la actividad antibacteriana. Con una DD
mas alta, el numero de grupos de amino aumenta por unidad de glucosaminay, por lo
tanto, el quitosano muestra una mayor eficacia antibacteriana . En estudios se ha
probado el grado de desinfeccion, la alteracion de las bacterias biopeliculas y la
eficacia a largo plazo de estas nanoparticulas contra Enterococcus faecalis en formas
planctonicas y de biopeliculas demostrando que la tasa de destruccion bacteriana por
NP dependia de la concentracion y la duracion de la interaccion.
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Figura 28a, 28b, 28c, 28d: Reconstruccion CLSM tridimensional de biofiim (a, b) de E. faecalis (ATCC
29212) y después del tratamiento con antibacteriano con CS-np (c,d). El nimero de células bacterianas

vivas se redujo significativamente, y la estructura tridimensional se rompio (9).
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CONCLUSIONES

1.- Se estandarizaron los diferentes procesos de extraccién dental, instrumentacion,

infeccion del canal radicular y la aplicacion de nanoparticulas de plata y quitosano.

2.- El tratamiento con la aplicacion de nanoparticulas de plata en patologias
endodonticas por infeccion con Enterococcus faecalis constituye una alternativa

terapéutica util cuando fracasa el tratamiento de forma convencional.

3.- El tratamiento con la aplicacion de nanoparticulas de quitosano en patologias
endododnticas persistentes constituye una alternativa terapéutica util cuando fracasa el

tratamiento de manera convencional.

4.- La aplicaciéon de nanoparticulas de plata y quitosano mejora los procesos de
desinfeccion, facilitando la eliminacidn de microorganismos y con ello una mejor

reparacion de la zona periapical.

5.- El modelo experimental in vitro de la infeccion del conducto radicular, cumple con
los criterios clinicos de un proceso de infeccion del sistema de conductos como lo

demuestran los resultados microbiologicos reportadas en el presente estudio.

6.- La adicion de nanoparticulas de plata y/o quitosano al hidroxido de calcio mejoré
significativamente la eficacia antibacteriana de la medicacion intraconducto lograndose
una disminucion de UFC demostrada, con un decrecimiento aproximado de 8X10°
UFC/ mL como concentracion incial a <10,000 UFC/mL pos tratamiento.

7.- La adicion de nanoparticulas de plata y/o quitosano mantuvo la accion
antibacteriana hasta un periodo de 21 dias, lograndose una disminucion significativa
en el crecimiento de UFC.
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RECOMENDACIONES

1.

En caso de utilizar Ca(OH). de la casa comercial Ultradent Products Inc., se
sugiere utilizar nanoparticulas de quitosano liofilizadas para un mejor manejo

clinico.

Para realizar la medicacion intraconducto con las nanoparticulas ya sea de plata
0 quitosano en presentacion de suspension, se sugiere utilizar Ca(OH)2 en

polvo, ya que al realizar la mezcla la consistencia es muy fluida.
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