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RESUMEN

INACTIVACION DE ENDOTOXINAS (LPS) EMPLEANDO HIPOCLORITO
DE SODIO AL 6% (NAOCL 6%), ACIDO HIPOCLOROSO (HOCI) Y
MEDICACION INTRACONDUCTO A BASE DE HIDROXIDO DE CALCIO
Ca(OH),

El proposito de este estudio fue evaluar la eficiencia en la inactivacion de endotoxinas
(LPS) en discos de dentina de bovino, empleando hipoclorito de sodio (NaOCI 6%), una
solucién de acido hipocloroso (HOCI) y medicacion intraconducto a base de hidroxido
de calcio (Ca(OH),,

90 discos de dentina de bovino fueron esterilizadas y divididos en 3 grupos (grupo A, B
y C) y fueron inoculados con LPS de E. coli. Grupo A fue tratado con NaOCI al 6% y
Grupo B con HOCI por 40 minutos. EI Grupo C fue tratado con medicacion
intraconducto a base de Ca(OH), y colocados en contenedores estériles e incubados
en el horno a una temperatura de 37°C por 7 dias. Las muestras tratadas fueron
enjuagadas y colocadas en recipientes estériles con 1 ml de agua estéril y fueron
incubados por 24 horas. La presencia de endotoxinas en el agua en contacto con las
muestras fue determinada por la formaciobn o ausencia de un coagulo utilizando
Pyrosate®, una prueba rapida de deteccion de endotoxina en agua. Los datos fueron
analizados empleando la prueba estadistica Chi cuadrada. (p<0.05) La presencia de
LPS se observo en los grupos A, B. En el grupo C no se observo presencia de LPS. El
grupo C mostré una diferencia estadisticamente significativa en inactivacion de LPS
comparado con los grupos A y B. En este estudio se observd que la medicacion
intraconducto a base de Ca(OH), es mas efectiva que la irrigacién con NaOCl al 6 % y
el HOCI



PALABRAS CLAVE: Endotoxina, LPS, Hidroxido de Calcio

ABSTRACT

ENDOTOXIN  (LPS) INACTIVATION USING 6%  SODIUM
HYPOCHLORITE (6% NaOCl), HYPOCLOROUS ACID (HOCI) AND
CALCIUM HYDROXIDE INTRACANAL MEDICATION Ca(OH),

The aim of the present study was to evaluate the effectiveness in the inactivation of
endotoxins (LPS) in bovine dentin disks, using 6% sodium hypochlorite (NaOCI) ,
hypochlorous acid (HOCI) and intracanal medication as calcium hydroxide (Ca(OH),).
90 bovine dentin disks were standardized in 5 mms cylindrical disks. The samples were
sterilized. The bovine dentin disks were divided in 3 groups of 30 samples each (A, B
and C) were contaminated with LPS E. coli. Group A was treated with 6% NaOCI for 40
minutes , group B was treated with HOCI. Group C was treated with intracanal
medication of Ca(OH), and placed in sterile containers in the oven at a temperature of
37 ° C for 7 days. When the time of exposure finish the samples were rinsed to remove
traces and inactivate the agent irrigant. All the treated samples were placed in
containers with 1 ml of sterile water and were incubated for 24 hrs. LPS inactivation was
determinated by the presence or absence of cloth using Pyrosate® an endotoxin
testing for water. Data were statistically analyzed using Chi Square test. Presence of
LPS was observed in group A and B. Group C , there was no presence of LPS. A
statistically significant difference was noted between group C and groups A, B. (p
<0.05) In this study it was observed that using Ca(OH), as intracanal medication is
more effective for endotoxin inactivation than the irrigation with 6% NaOCI or HOCI.

KEYWORDS. Entotoxin, LPS, calcium hydroxide



1 Introduccién

Los microorganismos juegan un papel muy importante para el desarrollo de la
enfermedad pulpar y periapical, por tal motivo son una constante preocupacion en la
especialidad de endodoncia y esto se ve demostrado a través de muchas

investigaciones realizadas.

Uno de los objetivos del tratamiento endodontico es la completa eliminacion de estos
microorganismos presentes en los conductos radiculares, lo que ha llevado al
desarrollo de técnicas de instrumentacion mecénica, estudio de diversas soluciones de
irrigacion, evaluacion de diversos medicamentos intraconducto, aplicacion de nuevas

tecnologias para alcanzar este objetivo.

En la infeccibn endodontica primaria hay infecciones mixtas, pero dentro de ella
predominan microorganismos gramnegativos anaerobios, mientras que las bacterias

asociadas con infecciones secundarias comprometen a solo unas cuantas especies.

El éxito del tratamiento en ambos casos de infeccién endodontica involucra la efectiva
erradicacion de los microorganismos causantes durante los procedimientos del

tratamiento de conductos radiculares.

Los microorganismos gramnegativos presentes en la infeccion endodontica primaria
poseen diferentes factores de virulencia, estos forman productos y subproductos
toxicos a los tejidos pulpares y periapicales. Esta patogenicidad es debido a la
presencia de un elemento de la pared celular lamado Endotoxina.

La endotoxina consiste en un complejo lipopolisacarido (LPS), el cual es liberado
durante la multiplicacién celular bacteriana o por la muerte de la célula bacteriana. Esta
puede quedar biol6égicamente activa teniendo efectos nocivos a los tejidos

perirradiculares.

La preparacion mecanica del sistema de conductos radiculares por si sola reduce
significativamente los microorganismos presentes en el conducto radicular. Sin
embargo existen areas inaccesibles a los instrumentos como istmos, ramificaciones,

deltas, tubulos dentinarios. Por lo cual es necesario el empleo de irrigantes



antimicrobianos para eliminar las bacterias presentes en estas areas y de la colocacion
de medicamentos intraconducto para poder eliminar bacterias persistentes en el

conducto y ademas inactivarla toxicidad del LPS.

Por lo que el éxito del tratamiento de casos de infeccidbn endodontica involucra la
efectiva erradicacién de los microorganismos causantes y sus productos, durante los

procedimientos de limpiezay conformacion.

A través de investigaciones In Vivo e In Vitro se ha observado que la utilizacion del

Hidroxido de Calcio como medicamento intraconducto es capaz de inactivar al LPS.

El Hipoclorito de Sodio es la solucion irrigante mas utilizada en el tratamiento de
conductos y sobre todo debido a la alta capacidad antimicrobiana cuando es utilizado
en altas concentraciones. Sin embargo, el empleo de este a altas concentraciones es

un riesgo muy discutido debido a su alto potencial de toxicidad.

En la blusqueda de nuevos y mejores agentes irrigantes en endodoncia, se ha
introducido el empleo del Acido Hipocloroso, este se deriva de un grupo de soluciones
conocidas como soluciones electroquimicamente activas. Diversos estudios han
demostrado que posee propiedades antimicrobianas y una gran biocompatiblidad, lo
cual crea la necesidad de su evaluacion para poder recomendar su uso en el

tratamiento de conductos radiculares.

Numerosas investigaciones han empleado la prueba LAL (lisado de amebocitos de
Limulus) para determinar la presencia de endotoxinas en el tejido pulpar. El cual ha
sido de gran ayuda para evaluar diversos medicamentos y agentes irrigantes en su

capacidad de detoxificar endotoxinas en el area de endodoncia.

El propoésito de este estudio es comparar la utilizacién de la medicacion intraconducto
con Hidréxido de Calcio por siete dias previa irrigacion, el empleo del Hipoclorito de
Sodio a una concentracién de 6% y una solucion de reciente aparicibon como lo es el
Acido Hipocloroso en sus efectos sobre la inactivacién de endotoxinas en discos de

dentina de bovino.



1.1 Antecedentes

Maekaga en el 2011, publicé un estudio cuyo objetivo fue evaluar el efecto de
sustancias quimicas auxiliares de la preparacibn biomecénica y la medicacion
intraconducto sobre Escherichia coliy sus endotoxinas dentro del conducto radicular.
Se utilizaron 120 dientes que fueron contaminados con una suspension de Escherichia
coli durante 14 dias. Los dientes fueron divididos en tres grupos de acuerdo con la
sustancia quimica usada; Hipoclorito de Sodio al 2.5 (grupo 1), Clorhexidina al 2%
(grupo 2), solucion libre de pirégenos (grupo 3). Después estos grupos fueron
subdivididos de acuerdo a la medicacion intraconducto que se coloco; A) Pasta de
Hidroxido de Calcio (Calen), B) Polimixina B y C) Pasta de Hidroxido de Calcio y
Clorhexidina en gel al 2%. Para el grupo control (Grupo 4) solucion salina libre de
pirogenos fue empleada sin la colocacion de medicaciéon intraconducto. Se tomaron
muestras al terminar la preparacion biomecéanica, a los 7 dias después, a los 14 dias de
la actividad del medicamento intraconducto y 7 dias después de remover el
medicamento intraconducto. Los siguientes aspectos fueron evaluados en todas las
muestras: A) actividad antimicrobiana y B) cuantificacion de endotoxinas por medio del
test Limulus Amebocyte Lysate (LAL). Los resultados de este estudio demostraron que
el Hipoclorito de Sodio al 2.5% y la Clorhexidina son capaces de eliminar Escherichia
coli del conducto radicular y reducir la carga de endotoxina en comparacion del grupo
donde se irrigo con solucion salina. Se concluyd que el Hipoclorito de Sodio al 2.5% y
la Clorhexidina son efectivos para eliminar Escherichia coli pero solamente la
colocacion medicamento intraconducto reduce de manera significativa las endotoxinas
presentes en el conducto radicular independientemente del agente de irrigacion

empleado.’

En el 2009, Gomes y cols, realizaron un estudio clinico para comparar la eficacia de la
instrumentacion del conducto radicular con Hipoclorito de Sodio al 2.5% (NaOCI) y con

Clorhexidina (CHX) en gel al 2%, sobre la eliminacion de lipopolisacarido de bacterias



orales presentes en el conducto radicular de dientes con pulpa necrotica. 54 conductos
radiculares fueron seleccionados para este estudio, Las muestras fueron tomadas
antes de realizar la instrumentacién de conducto radicular por medio de puntas de
papel (muestra 1) y después de la preparacion se tomé otra muestra (muestra 2). Los
dientes fueron divididos en dos grupos de manera aleatoria. En el grupo | fue tratado
con Hipoclorito de Sodio al 2.5% (NaOCI) y el grupo Il donde se empled Clorhexidina
(CHX). Las muestran fueron sometidas a la prueba de Lisado de Amebocitos de
Limulus (LAL) para poder obtener la cuantificacion de endotoxinas. Los resultados
mostraron que el 100% de todas las muestras tenian endotoxinas presentes. En el
grupo | la mediana fue de 272 EU/ ml y en el grupo Il fue de 152.46 EU/mI. Después de
la preparacion biomecanica del conducto radicular se observd una reduccion
endotoxinas obteniendo valor de mediana de 16 EU/ml en el grupo | y de 85 en el
grupo Il. EIl Hipoclorito de Sodio presento un porcentaje mas alto de eliminacion de
endotoxinas en comparacién con la Clorhexidina al 2% en gel. Por medio de este
estudio clinico se concluyé que el empleo de Hipoclorito de Sodio al 2.5% y de la
Clorhexidina al 2% en gel no son efectivos en la eliminacion de endotoxinas en el

tratamiento de dientes con infeccién endodéntica primaria.?

Martinho y cols, en el 2010 realizaron un estudio clinico para investigar la capacidad
de la preparacion quimiomecanica con Hipoclorito de Sodio al 2.5, &cido
etilendiaminotetracetico (EDTA) al 17% e instrumentos rotatorios de Niquel-Titanio
(NiTi), sobre la remocion de endotoxinas conductos radiculares con infeccion
endodontica primaria con periodontitis apical. Para lo cual emplearon veintiln
conductos radiculares con pulpa necrética. Se tomaron muestra antes de instrumentar
los conductos radiculares introduciendo puntas de papel estériles. Después de obtener
la conductometria, instrumentar el conducto radicular empleando el sistema rotatorio
Mtwo, en donde entre el trabajo de cada lima irrigo con 5 ml de Hipoclorito de Sodio al
2.5. Se inactivo el Hipoclorito de Sodio aplicando 5 ml de Tiosulfato de Sodio por 5
minutos. Se removio el lodillo dentinario enjuagando con EDTA al 17% durante tres
minutos y se dio un enjuague final con 5 ml de solucién salina. Se tomoé la segunda
muestra colocando una punta de papel estéril dentro del conducto instrumentado. Las

muestras fueron sometidas a la prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus para la
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cuantificacion de endotoxinas. Los resultados arrojaron que el 100% de los conductos
radiculares se encontraban contaminados con la presencia de endotoxinas antes de la
preparaciéon biomecanica del conducto radicular. Después de la preparacion
guimiomecéanica se encontré una reduccion de la cuantificacion de endotoxinas en la
muestra 2 (98.06%) comparada con la muestra 1. (p. <0.05). La conclusién de este
estudio indica que la preparacion quimiomecanica de conductos radiculares con
Hipoclorito de Sodio al 2.5%,EDTA al 17% e instrumentos rotatorios NiTi fue efectiva
en la reduccion de la cantidad de endotoxina en los conductos radiculares con

infeccién endodéntica primaria con periodontitis apical.®

Tanomaru en el 2003, realizdé un estudio en cortes histolégicos de dientes de perros,
donde el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes soluciones
irrigantes empleadas durante la preparacion biomecanica del conducto radicular y la
medicacion intraconducto con Hidréxido de Calcio en la inflamacién periapical inducida
por el LPS. Para este estudio se emplearon 140 raices de premolares de perros, las
cuales fueron inoculadas con LPS de Escherichia coli durante diez dias. Se procedio a
la preparacion biomecanica de los conductos radiculares en los cuales se dividieron en
grupos de 20 raices. Las soluciones empleadas fueron NaOCI al 1% (grupo 1), NaOCI
al 2.5% (grupo 1), NaOCI al 5% (grupo Ill), Digluconato de Clorhexidina (grupo 1V),
Solucion  Fisiologica. (Grupo V). La solucién de LPS se mantuvo en los dientes del
grupo VI. La irrigacion con solucién fisiolégica y la colocaciéon de medicamento
intraconducto fue empleada en el grupo VII. En los resultados de este estudio se
observé en la evolucion histopatologica que los grupos I-VI se presenté una mayor
presencia de infiltrado inflamatorio, engrosamiento del ligamento periodontal y una
gran resorcion cementaria y 6sea comparados con el grupo VII, el cual recibié la
medicacion intraconducto a base de Hidroxido de Calcio. Por lo que la conclusién de
este estudio es que la preparacion biomecéanica y el empleo de soluciones irrigantes
no son capaces de inactivar los efectos de las endotoxinas, sin embargo la medicacion
intraconducto de Hidréxido de Calcio parece inactivar los efectos inducidos por las

endotoxinas in vivo.*



Buck vy cols en el 2001, realizaron un estudio sobre el efecto de diversas soluciones de
irrigacion y la medicacion intraconducto a base de Ca(OH), sobre el lipopolisacarido
(LPS; endotoxina), en una solucion acuosa de LPS se mezcl6 con uno o varios
agentes irrigantes. Entre estos agentes irrigantes se incluyeron: NaOCI| al 2.65%,
Clorhexidina al 0.12 (Periodex), EDTA al 15% (RC Prep), etanol, una combinacion de
NaOCI, Clorhexidina y etanol, cloruro de Clorhexidina (NaOCI combinado con
Clorhexidina) e Hidroxido de Calcio en suspension acuosa. Y un grupo control donde
se utilizé agua libre de pirégenos. Los agentes irrigantes fueron aplicados durante 30
minutos y la solucidon acuosa de Ca(OH), durante 1,2 y 5 dias simulando el tiempo que
es colocado como medicamento intraconducto. La inactivacion de LPS fue medida por
medio de la cuantificaciébn de liberacion &cidos grasos libres encontrados en la
muestras. El agua, EDTA, etanol, Clorhexidina al 0.12%, NaOCI y la combinacién de
NaOCI y Clorhexidina demostraron nula o muy poca ruptura del LPS. La combinacién
de NaOCI, Clorhexidina y etanol en un tiempo de 30 minutos, mostraron un efecto
similar al del Ca(OH), en un tiempo de 1 dia. Los resultados de este estudio
demostraron que la porcion biolégicamente activa del LPS, el lipido es hidrolizado por

medio de sustancias quimicas altamente alcalinas como el Ca(OH),.”

En Japon durante el afio de 1996 Hata y cols, motivados por estudios que mostraron
la eliminacion de bacterias y virus sin dafar tejidos vivos al utilizar soluciones
potencialmente oxidativas decidieron investigar la habilidad de la soluciones
potencialmente oxidativas en la remocion del lodo dentinario en conductos radiculares,
observado bajo el microscopio electrénico de barrido. En este estudio se encontré que
las soluciones potencialmente oxidativas empleadas como irrigante durante y después
de la instrumentacién del conducto radicular es efectivo como el empleo de Hipoclorito

de Sodio al 5% o EDTA al 17% para la limpieza y apertura de los tubulillos dentinarios.®

Oliveira en el 2012, realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar los efectos en el
tratamiento endodontico sobre las endotoxinas en diferentes tiempos de
instrumentacion empleando varios agentes irrigantes en conductos con necrosis pulpar.
Estudio 36 conductos radiculares dividiéndolos en tres grupos, utilizando los siguientes

combinaciones de agentes irrigantes: gel de clorhexidina+ Agua de lima; Clorhexidina +
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Hidréxido de Calcio + Agua de lima; clorhexidina + Polimixina B; y tomo muestras en
diferentes después de irrigar, después de colocar EDTA y otra muestra después de
medicar con Hidroxido de Calcio por 14 dias. Como resultados obtuvo que los agentes
irrigantes reducen después de la instrumentacion de un 90 a 96% de reduccion de
endotoxinas presentes antes de la instrumentacion y que la colocacion de medicacion
intraconducto logré una reduccion del 92 al 100% de las endotoxinas presentes

después de la instrumentacion.’

Marais en el 2000 comparé la eficacia en la limpieza en las paredes del conducto
radicular utilizando una solucion electroquimicamente activada e Hipoclorito de Sodio.
Para esto se instrumentd conductos radiculares de dientes extraidos, los cuales
fueron divididos en dos grupos, realizando la irrigacion con una de las soluciones y
teniendo un grupo control, el cual no recibié ningun tratamiento con alguna de las
soluciones. Todos los dientes fueron secciones y observados bajo el microscopio
electrénico de barrido. Los resultados demostraron que las paredes de los conductos
radiculares se encontraban cubiertas con detritus y bacterias. El Hipoclorito de Sodio
produjo una limpieza en las superficies con tubulos dentinarios abiertos y en algunas
areas se observo la obstruccion de ellos por la presencia de lodo dentinario en donde
fueron visibles bacterias inmersas. En los conductos radiculares de los dientes tratados
con soluciones electroquimicamente activadas, se observé que hubo una mayor
remocion de lodo dentinario en areas muy extensas. Por lo cual se concluy6 a través
de este estudio que la eficacia de la limpieza de la solucién electroquimicamente

activada fue considerada superior al Hipoclorito de Sodio.®

Soloveyva, en el 2000 realizé un estudio piloto cuyo objetivo fue evaluar el potencial
de limpieza en la eliminacion de lodo dentinario de las soluciones electroquimicamente
activas (ECA) para limpiar los conductos radiculares durante la instrumentacion
convencional del conducto radicular. Veinte dientes unirradiculares humanos, fueron
asignados al azar en 4 grupos de 5 dientes. Se realiz6 acceso a la caAmara pulpar y
los conductos instrumentados manualmente con los limas convencionales de acero
inoxidable. Uno u otro de los irrigantes siguiente fue utilizado durante la preparacion:

agua destilada, 3% NaOCI, anolito neutral catdédica (ANC) (300 mg / L de cloro activo),
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y una combinacion de anolito neutral catédica (ANC) (300 mg / L de cloro activo) y el
catolito. Los dientes fueron seccionados longitudinalmente para examinar las paredes
del conducto por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM). Las
microfotografias fueron tomadas por separado en la parte coronal, medio y apical del
conducto con un aumento de x800 para evaluar el desbridamiento de la matriz
extracelular y en un aumento de X2500 para evaluar la presencia de lodo dentinario. En
los conductos que fueron irrigados con agua destilada se observdé que no hubo
remocion de los escombros en la parte apical de los conductos Yy se observo la
presencia de una capa de lodo dentinario. Todas las soluciones electroquimicamente
activas demostraron un poseer potencial para mejorar la limpieza del conducto
radicular en comparacion con agua destilada. La calidad de la eliminacién de los
residuos sueltos fue similar para NaOCI y la solucién de anolito ANC. La combinacién
de anolito y catolito ANC resultd en una mejor limpieza, especialmente en el tercio
apical de los conductos. En la evaluacion del lodo dentinario demostrado que ninguno
de los irrigantes son eficaces en su eliminacién total; Sin embargo, irrigantes
guimicamente activos afectados en su superficie y espesor. También es importante
tener en cuenta que se observd el aumento en la apertura de los tubulos dentinarios
utilizando NaOCI, sobre todo en los tercios coronal y medio de los canales, mientras
que la combinacion de ANC y catolito demostré6 un mayor numero de tubulos
dentinarios abiertos durante todo el eje longitudinal de los conductos irrigados. Por lo
cual se concluyé que con las soluciones electroquimicamente activadas se puede
obtener una efectiva limpieza de las paredes del conducto radicular y puede ser una

alternativa a NaOCI en el tratamiento del conducto radicular.®

Gulabivala en el 2004, probé la efectividad de las soluciones electroquimicamente
activadas para la erradicacion de biofilm de Enterococcus Faecalis en conductos
radiculares de dientes extraidos. Se utilizaron 198 dientes humanos extraidos,
unirradiculares. Estos fueron designados al azar en ocho grupos. Después de retirar la
corona de los ejemplares, los conductos radiculares fueron instrumentados a un calibre
estandar. Los dientes fueron esterilizados por medio de autoclave y después fueron
inoculados con biofilm de Enterococcus faecalis. Diferentes tipos de soluciones

electroquimicamente activadas fueron utilizadas para irrigar los conductos radiculares
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y se utilizd6 Hipoclorito de Sodio al 3%  activado ultrasénicamente. Los resultados
arrojados por este estudio fue que las soluciones electroquimicamente activadas no

fueron mas eficaces a la utilizacion del NaOCI en la eliminacion de bacterias.®

En el 2010 Garcia y cols, realizaron un estudio cuyo propdsito fue medir y evaluar la
efectividad del Aquatine Endodontic Cleanser (Aquatine EC) en la limpieza del
conducto radicular y remocién de lodo dentinario, cuando es utilizado como una
solucion irrigante en endodoncia en comparacion al Hipoclorito de Sodio al 6%. Se
utilizaron cuarenta y cinco dientes humanos, los cuales fueron divididos en cinco
grupos de tratamiento. Se les realiz6 acceso endodontico y fueron instrumentados
utilizando instrumentos rotatorios Protaper y Profile hasta un calibre # 40.n los dientes
fueron procesados para ser observados bajo el microscopio electronico de barrido, la
limpieza del conducto radicular y la remocion de lodo dentinario fue evaluada. Los
resultados mostraron una efectiva remocién de lodo dentario al utilizar Aquatine EC e
Hipoclorito de Sodio, pero acompafado de un enjuague de EDTA. Por lo cual con este
estudio se llegd a la conclusiéon de que el Aquatine EC, la primera solucion de Acido
Hipocloroso aprobada por la FDA se presenta como una posible alternativa al uso del

Hipoclorito de Sodio como agente irrigante intraconducto.

En el 2011 Rossi y cols, realizaron un estudio cuyo objetivo era comparar la accion
antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis del NaOCI, Optident Sterilox solucién
electrolitica y Aquatine Sterilox Alpha de electrolitos, cuando se utilizaban como
soluciones de irrigacién en un modelo de discos de dentina bovina. Las secciones de la
raiz se prepararon y se inocularon con E. faecalis. Después de 10 dias de incubacién
de los conductos radiculares fueron irrigados con una de las tres soluciones (NaOCI,
Optident Sterilox solucion electrolitica y Aquatine Sterilox Alpha de electrolitos) y
posteriormente, se realizé un tallado sobre las paredes del conducto para obtener
virutas de dentina. Las virutas de dentina se colocaron en un caldo de BHI,
posteriormente las diluciones se sembraron en placas de agar fresco para cuantificar el
crecimiento. Los resultados obtenidos fueron los siguientes el Hipoclorito de Sodio fue
el unico irrigante capaz de eliminar todas las bacterias. Aun cuando las diluciones se

hicieron, el NaOCI seguia siendo estadisticamente superior a los otros dos irrigantes.
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Aquatine Sterilox Alpha fue superior a la solucion de Optident Sterilox. A través de este
estudio se llegéb a la conclusibn de que Aquatine Sterilox posee una accion
antimicrobiana superior a la solucion Optident Sterilox, sin embargo el NaOCI fue la
Gnica solucion irrigante capaz de erradicar sisteméaticamente E. faecalis en el modelo

de dentina bovina.'?

La Faurie y cols en el 2009, evaluaron la eficacia antimicrobiana del Acido Hipocloroso
sobre microorganismos con potencial patogénico en cavidad oral. Se evalud la
efectividad antimicrobiana y antifangica del Acido Hipocloroso en concentraciones de
125, 250, 500,1000 y 1500 ppm a diferentes tiempos de accion: 1, 5, 10 y 15minutos,
sobre diferentes cepas bacterianas ATCC y sobre Candida albicans ATCC 90028. Se
empleod la técnica de Kelsey Maurer, verificando la presencia o ausencia de unidades
formadoras de colonias (UFC). Cada ensayo se realizé por triplicado con sus
respectivos controles de viabilidad. Se logro inhibicion bacteriana a una concentracion
de 500 ppm durante 1 minuto para S. sanguis, S. mutans, E. faecalis, E. corrodens, C.
rectus, F.nucleatum, E. cloacae, K. oxytoca y K. pneumoniae. Los resultados indican
que el Acido Hipocloroso se constituye como una alternativa antimicrobiana para
bacterias con capacidad patogénica en la cavidad oral. En el caso de la C. albicans se
inhibi6 a una concentraciéon de 500 ppm por 10 minutos, lo que indica bajo poder
antifngico. La Faurie recomendd realizar mas estudios clinicos para evaluar la

efectividad del Acido Hipocloroso in vivo.*?
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1.2 Marco Teorico

1.2.1 Bacterias Gramnegativas y Lipopolisacaridos

Las bacterias cuentan poseen paredes celulares, las cuales les ayudan a resistir
presiones Yy evitar la lisis celular. Estas paredes son las responsables de la forma y la
rigidez de la célula bacteriana. De acuerdo a las caracteristicas de la pared celular las
bacterias se dividen en dos grupos: grampositivas y gramnegativas. La distincion
inicial entre estos dos tipos se basa en la tincién de Gram, pero la diferente reaccion a
esta tincion se basa en las diferencias que existen en la estructura de las paredes
celulares. Las paredes celulares de las grampositivas y de las gramnegativas muestran

diferencias notables por microscopia electrénica.
1.2.1.1 Membrana externa de bacterias Gramnegativas

En las bacterias gramnegativas la pared celular es una estructura compuesta por
varias capas y es Dbastante compleja, mientras que en las grampositivas es
generalmente mas ancha y estd formada fundamentalmente por un solo tipo de

molécula.

En las bacterias gramnegativas, como Escherichia coli, la mayor parte de la pared
celular estad representada por la membrana externa. Esta capa es, de hecho una
segunda bicapa lipidica, pero a diferencia de la membrana citoplasmatica, no esta
compuesta solo por fosfolipidos y proteinas, sino que también contiene polisacaridos.
Los lipidos y los polisacaridos estan unidos en la membrana externa y se presentan
formando un complejo, por cuyo motivo esta membrana se denomina capa de

lipopolisacarido o simplemente LPS.**
1.2.1.2 Composicion quimica del LPS

Se conoce la composicion del LPS de varias bacterias. La porcion polisacaridica del
LPS consta de dos porciones: el nucleo del polisacarido y el polisacarido O. (Fig. 1)
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El polisacarido O esta unido al nacleo y consta generalmente de galactosa, glucosa,
ramnosa y manosa (hexosas), asi como uno o mas didesoxiazucares poco frecuentes
como abecuosa, colitosa, paratosa o tivelosa. Estos azucares se unen formando entre
si secuencias de cuatro o cinco unidades que a menudo estan ramificadas. La
repeticion de esta secuencia de azucares da lugar a la formacién de un largo
polisacarido O.*

La porcion lipidica del LPS, conocida como lipido A, no es un lipido derivado del glicerol
sino que los acidos grasos se unen por un enlace éster con los grupos amino de un
disacarido compuesto por N-acetilglucosamina-fosfato, el disacarido se une al nucleo
del polisacarido a través de KDO (cetodesoxioctanato). Los acidos grasos que se

encuentran normalmente en el lipido A son el acido caproico (C6), laurico (C12),
miristico (C14), palmitico (C16) y estearico (C18).

Fig.1 Estructura del lipopolisacarido de Bacteria gramnegativas

El LPS reemplaza a la mayoria de los fosfolipidos en la cara externa de la membrana
externa, mientras la cara interna tiene una estructura semejante a la de la membrana
citoplasmatica. Sin embargo, también esta presente el complejo lipoproteico en la cara
interna de la membrana externa. Esta lipoproteina funciona como un anclaje entre la
membrana externa y el peptidoglicano. Por tanto, aunque se considera que la
membrana externa es una bicapa lipidica, su estructura difiere de la de la membrana
citoplasmatica, especialmente en lo que se refiere a la cara externa que estd en

contacto con el medio.**
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1.2.1.3 Toxicidad de endotoxina

Aunque la funcion principal de la membrana externa es estructural, una importante
propiedad biolégica es que resulta tdxica para los animales. Entre las bacterias
gramnegativas que son patégenas para el hombre y otros mamiferos se encuentran
especies de los géneros Salmonella, Shigella y Escherichia, algunos de los sintomas
intestinales tipicos que provocan estos patdégenos se deben al efecto toxico de la
membrana externa. Las propiedades toxicas se asocian con el LPS y en particular con
el lipido A, por lo cual se usa el término endotoxina para referirse a este componente
toxico. Algunas endotoxinas causan sintomas muy fuertes en el hombre que incluyen
dolores gastrointestinales (gas, diarreas, vomitos). Las endotoxinas son responsables
de varias enfermedades bacterianas, por ejemplo las infecciones alimenticias por
Salmonella. Es interesante destacar que el LPS de algunas bacterias no patdégenas
también tiene propiedades toxicas. Por tanto, no es necesario que el organismo sea

patégeno para que su pared celular contenga elementos téxicos. *

Las endotoxinas estan unidas a la célula y se liberan en grandes cantidades solo

cuando las células se lisan y en pequefias cuando se da la reproduccion bacteriana.

Estas endotoxinas causan una gran variedad de efectos fisiologicos, el sindrome
practicamente universal por la exposicion a endotoxinas en la fiebre, puesto que las
endotoxinas estimulan en las células del hospedador la liberacion de proteinas
llamadas pirégenas endogenas, que afectan el centro termorregulador del cerebro.
Ademas, las endotoxinas pueden causar diarrea; una rapida disminucion de linfocitos,
leucocitos y plaquetas y una inflamacion generalizada. Las dosis altas de endotoxinas

pueden causar la muerte por choque hemorragico y necrosis tisular.

Algunos estudios indican que el lipido A del lipopolisacarido es el responsable de su
toxicidad, mientras que la funcion principal del polisacarido es hacer que la toxina sea
hidrosoluble e inmunogénica. Sin embargo, diversos estudios realizados en animales
indican que tanto el lipido como el polisacarido son necesarios para poder producir

efectos toxico.**
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1.2.1.4 Mecanismo de accion de endotoxinas

Cuando la endotoxina es liberada no ocasiona dafos celulares o tisulares de manera
directa, pero estimula a células competentes para actuar como mediadores quimicos.
Se ha demostrado que los macrofagos son el principal blanco de las endotoxinas.
Después de liberarse de la pared celular bacteriana, el LPS se dirigido de forma
obligada a una proteina plasmatica llamada proteina receptora de LPS (LBP). Y es
entregada a CD14, un receptor celular del LPS en la superficie de los macréfagos.
Posteriormente a la activaciébn de macrofagos es el resultado de una sefial provocada
por un receptor de sefal transductora llamada receptor de peaje (TLR). Después de
una serie de interacciones, el LPS produce efectos biolégicos, como la activacion del
factor de Hageman (factor XII de coagulacién), el primer paso de sistema intrinseco de
coagulacioén por lo que desencadena la cascada de coagulacion con la produccion de
bradicinina. ElI LPS activa el factor 6 del sistema de complemento, estimulando la
expresion de leucocitos, adhesion molecular sobre las células endoteliales y la
estimulacion de la diferenciacién de ostoeoclastos y la resorcién 6sea. También puede

ocasionar dolor por la interferencia de neuropeptidos y neurotrasmisores.**

1.2.1.5 Bacterias Gramnegativas en el conducto radicular

A través de diversos estudios se ha demostrado que la bacterias son agentes
etioldgicos tanto de la infeccién del tejido pulpar y el desarrollo de lesiones en el tejido
periapical.’® La caries dental es el principal portal de entrada de microorganismos hacia
la cavidad pulpar, ademas los microorganismos pueden introducirse hacia la cavidad
pulpar de forma mecanica o por la exposicién traumatica, exposicién no cariosa de
los tubulos dentinarios. Cuando la pulpa se necrosa, los tdbulos dentinarios se
convierten en tractos muertos los cuales pueden ser atravesados de forma impune por

las bacterias. También los microorganismos pueden ingresar por medio de fisuras
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expuestas en el esmalte, dentina y la exposicion periodontal de tubulos dentinarios y

canales accesorios.*®

En el conducto radicular con pulpa necrética existe un habitat selectivo que permite que
algunas especies de bacterias crezcan en preferencias de otras. Los nutrientes
suministrados por los productos de descomposicién de una pulpa necrética, fluido
tisular y suero de tejidos circundantes con una baja tension de oxigeno, y productos
bacterianos permiten el crecimiento selectivo de microorganismos. Por lo general, las
especies mas frecuentemente encontradas en las infecciones endododnticas primarias
son de los géneros Bacteroides, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas,

Treponema, Peptoestreptococcus, Eubacterium, Actinomyces y Streptococcus.*’

Las endotoxinas son potentes agentes biolégicos que son capaces de inducir varias
respuestas inmunoldgicas. Ente estas se incluyen la pirogenosidad, reacciones
inflamatorias de piel, efectos vasculares y hemodinamicos, inmunotolerancia. Décadas
atras se ha demostrado la presencia de grandes concentraciones de endotoxinas en
pulpas necroticas en comparacion con pulpas vitales. También se ha encontrado la
relacion de la presencia de endotoxinas entre dientes con sintomatologia en

comparacion con dientes asintomaticos.*®

La infeccion del tejido pulpar, normalmente progresa hacia una periodontitis apical y en
la mayoria de los casos ocasionada por una combinacién de bacterias. Diversos
estudios han demostrado la relacion entre infecciones polimicrobianas del conducto
radicular, especialmente especies gramnegativas anaerobias con signos y sintomas
clinicos como el dolor espontaneo, molestia a la percusion, dolor a la palpacion,
inflamacion y exudado purulento. Por lo que se ha encontrado asociacion positiva
entre altas concentraciones de endotoxinas, sintomatologia y signos de infeccién

endodontica. *®

Schein y Schilder reportaron que en conductos radiculares severamente infectados
una presencia de 1ug de endotoxina.'® Otros estudios han reportado han reportado la
presencia de endotoxinas en conductos con infeccion endododntica primaria con
valores medio de 152.46 EU/ml hasta 272 EU/mI.?
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Estudios han mencionado que el LPS puede tener difusion a través de los tubulos
dentinarios en periodos de exposicion relativamente cortos (24 hrs), el LPS puede

trasmitirse a través de la pared de la dentina pudiendo al cemento.*® %°

Ya se han realizado estudios encontrando que se puede tener una difusion LPS de

0.5 mms de dentina en direccion apical en un periodo de 15 minutos a 4 horas. %

1.2.1.6 Infuencia de endotoxina sobre osteosclastogénesis

Se ha postulado la accion destructiva de las endotoxinas, la cual es mediada por la
activacion del sistema de complemento. Subsecuentemente la interferencia en C5, la
cual es una substancia que induce a la permeabilidad vascular, causa vasodilatacion,
atraccibn quimiotaxica de leucocitos polimorfonucleares y macréfagos. Se ha
encontrado que las endotoxinas estimulan la resorcién 6sea en cultivos de tejidos y

posee la capacidad de atraccién de osteoclastos hacia el hueso. *®

El LPS tiene una papel importante sobre la estimulacion de la sintesis y liberacion de
las principales citoquinas con actividad osteoclastica conocidos como interleucinas | y
Factor de Necrosis Tumoral Alpha de las células del sistema inmune. El LPS estimula
a las células del huésped a liberar prostaglandinas E, un eicosanoide que ha

demostrado su influencia como mediador en la resorcion de ésea.?

1.2.1.7 Inactivacion de endotoxinas en el tratamiento endodontico

En el tratamiento endododntico la presencia del LPS tiene un papel fundamental como
origen y persistencia de lesiones periapicales. ( Fig. 2) Diversos medicamentos han
sido estudiados para observar la desactivacion de la endotoxina pero solamente la

medicacion intraconducto con Ca(OH), ha podido inactivarla.?*
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Fig. 2 Organo dental con presencia de Lesion Periapical

Durante la terapia endoddntica, microorganismos gramnegativos viables pueden
persistir al sellar los conductos radiculares. Y a pesar de que las bacterias
gramnegativas que se encuentran presentes en el conducto radicular lleguen a morir, el
LPS de la pared celular puede llegar liberarse vy ocasionar una respuesta de los
tejidos periapicales. De igual manera, si las bacterias gramnegativas son expulsadas
hacia los tejidos periapicales durante el proceso de la instrumentacion del conducto
radicular puede haber una respuesta de los tejidos periapicales, pudiendo presentarse

signos y sintomas de inflamacién clinica.'®

Debido a sus propiedades el Hipoclorito de Sodio es el irrigante méas utilizado en el
tratamiento de conductos radiculares. En diversos estudios clinicos se ha evaluado su
efectividad en la eliminacion o inactivacion de endotoxinas. Los resultados de estos
estudios han arrojado que el empleo Hipoclorito de Sodio en la preparacion
biomecanica del sistema de conductos radiculares de dientes con necrosis pulpar
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disminuye los niveles de endotoxinas pero no es capaz de eliminar la presencia de

estas en el conducto radicular.

La combinacién de diversos agentes irrigantes como EDTA, NaOCI, Clorhexidina,
cloruro de Clorhexidina, etanol en estudios In vitro han demostrado poca 0 ninguna

capacidad de afectar a el LPS.2>2%

En el tratamiento de dientes con infeccion endodontica primaria, los microorganismos
y endotoxinas pueden quedar remanentes en el sistema de conductos radiculares,
tubulos dentinales y en créateres apicales, por lo cual se ha sugerido la necesidad de

colocar un medicamento intraconducto, para la eliminacion de estas.?

También se ha demostrado que después de la instrumentacion del conducto radicular
si no es colocado un curativo de demora, cualquier microorganismo remanente en el

conducto radicular puede proliferar en el periodo entre citas.?®

1.2.1.8 Inactivacion de endotoxinas a través de medicacion

intraconducto a base de Hidréxido de Calcio

Las primeras referencias sobre la introduccion del Hidréxido de Calcio en odontologia
se da en 1838. Sin embargo, su uso clinico progreso en 1920 se introdujo la utilizacion
del Hidréxido de Calcio en Endodoncia, se caracteriza por tener un pH altamente
alcalino por lo que tiene una amplia aplicacion clinica. Su uso esta indicado en casos
de proteccién pulpar directa, pulpotomias en dientes permanentes con apice
incompleto, resorciones y perforaciones dentales, cemento sellador de conductos

radiculares y como medicamento intraconducto entre citas.*

Su amplio uso es debido a las propiedades que se le han atribuido como:
Actividad antibacteriana

Biocompatibilidad

Propiedad Higroscopica

Capacidad de reducir el exudado periapical
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Capacidad de inducir a la mineralizacion
Disolver tejido necrotico

Estimula la reparacion de tejidos apicales y periapicales con lesiones cronicas.

A través de muchos estudios de control In vivo e In vitro se ha demostrado que con el
empleo del Ca(OH), se puede lograr la reduccion de la poblacién microbiana presente
en conductos radiculares, también se ha observado el efecto de inhibicion de la

proliferacién bacteriana a corto y largo plazo.?’

El Hidréxido de Calcio actia alterando la pared celular bacteriana y desnaturaliza
endotoxinas. Este efecto es muy deseable, puesto que el material de la pared celular
muerta permanece después de destruir las bacterias causantes de la infeccién del
conducto radicular. ElI Ca(OH), no solo destruye las bacterias sino que también reduce
el efecto del lipopolisacarido contenido en el material sobrante de la pared

celular.®%82°

Safavi y Nichols en sus estudios han concluido que el Hidréxido de Calcio hidroliza la
fraccion del lipido A, la cual una molécula altamente toxica, responsable de los efectos

dafiinos de la endotoxina.?%%°

Se llegé a la conclusién de que el Hidroxido de calcio transforma el lipido A en acidos
grasos y amino azucares que son componentes &toxicos. Estos resultados fueron
confirmados en estudios posteriores donde se observé que el hidroxido de calcio

desintoxica LPS bacteriano en estudios in vitro. 232%

También se ha observado que el Hidroxido de Calcio transforma al lipido A en &cidos

grasos y amino aztcares los cuales son componentes atéxicos.?

En estudios In vivo, se ha evaluado radiograficamente el efecto de endotoxinas mas
Hidréoxido de Calcio sobre tejidos apicales y periapicales de perros, donde se ha

observado que la endotoxina da origen a la formacion de lesiones periapicales
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después de 30 dias. A través de estos estudios el Hidroxido de Calcio ha demostrado

ser capaz inactivar el LPS.?*

La preparacion biomecanica aunada con el uso de diferentes soluciones irrigantes y la
colocacion de Hidréxido de Calcio como medicamento intraconducto en dientes de
perro ha demostrado ser eficaz en la inactivacion de endotoxinas en comparacion de la

preparacion biomecanica sin colocacion de medicamento intraconducto.*

El Ca(OH), no se puede clasificar como un antiséptico convencional, pero destruye las
bacterias presentes en el conducto radicular, el efecto antiséptico del Hidroxido de
Calcio es lento. Los experimentos de contacto directo in vitro requieren 24 horas para

producir la muerte completa de los enterococos.®

En experiencias clinicas se ha demostrado la necesidad de dejar colocado el preparado

durante una semana para desinfectar con mayor seguridad los conductos radiculares.>?

Ademas el efecto directo del LPS en el proceso de osteclastogénesis se ha visto
reducido debido a la inhibiciéon que produce el Hidréxido de Calcio en la estimulacion de
formacion de osteoclastos. Se iba informado que el hidroxido de calcio ha reducido la

diferenciacién de osteoclastos.>*

1.2.2. Irrigacion del conducto radicular

La irrigacién del sistema de conductos, se define como el lavado y aspiracion de todos
los restos y sustancias que puedan estar contenidos en la camara pulpar o conductos
radiculares esto se logra utilizando soluciones antisépticas.®* Uno de los mas
importantes requisitos de un irrigante ideal es la habilidad para eliminar
microorganismos del sistema de conductos radiculares. Este efecto antimicrobiano
puede ser un efecto quimico directa o indirectamente por facilitar la desinfeccion
mecdénica a través de la lubricacién, disolucion de tejido y el lavado de los restos
contaminados que se acumulan durante la preparacion del conducto radicular. Ademas
los irrigantes del conducto radicular deben ser biocompatibles con los tejidos de la
cavidad oral.
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Un gran namero de substancias han sido empleadas como irrigantes del conducto
radicular, incluyendo acidos (4cido citrico y fosférico), agentes quelantes (EDTA),
enzimas proteoliticas, soluciones alcalinas (Hipoclorito de Sodio, Hidroxido de Sodio,
urea Hidroxido de potasio), agentes oxidantes (perdxido de hidrogeno y Gly-oxide),

soluciones anestésicas locales y solucién salina.*

La preparacion biomecanica con solo agentes irrigantes no inactiva a las endotoxinas,
sin embargo el mismo tratamiento asociado con la colocacion de medicacion

intraconducto es efectiva en la inactivacion de los efectos toxicos de las endotoxinas.*

1.2.2.1 Hipoclorito de Sodio (NaOCI)

La Asociaciéon Americana de endodoncia, ha definido el Hipoclorito de sodio como un
liquido claro, pélido, verde-amarillento, extremadamente alcalino y con fuerte olor
clorino, que presenta accion disolvente sobre el tejido necrotico y restos organicos y
ademas potente agente antimicrobiano. Actualmente el Hipoclorito de Sodio (NaOCI)
es el agente irrigante mas popular. Debido a que es un agente antimicrobiano de
amplio espectro que ha demostrado ser efectivo en contra de bacterias, bacteriéfagos,
esporas, hongos y virus. La eficacia antimicrobiana del Hipoclorito de Sodio, se debe a
la capacidad de oxidar e hidrolizar las proteinas celulares y por lo tanto ocurren
cambios osmoticos en las que afectan los fluidos expulsandolos de la célula debido a
una hipertonicidad. El Hipoclorito de Sodio tiene un pH aproximado de 11 — 12, y
cuando entra en contacto con proteinas tisulares se forma nitrégeno, formaldehido y
acetaldehido, a corto tiempo los enlaces peptidicos son rotos, resultando en la
disolucion de proteinas. Durante el proceso el hidrogeno dentro de los grupos amino
son reemplazados por clorina, por lo cual se forman cloraminas, lo cual juega un
importante papel en la efectividad antimicrobiana del Hipoclorito de Sodio. Como
consecuencia de esto, el Hipoclorito de Sodio es altamente toxico en tejidos vitales a
altas concentraciones. A concentraciones bajas, el Hipoclorito induce a una reaccion

inflamatoria cuando esta en contacto con tejidos vitales.>®
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1.2.2.2 Acido Hipocloroso (HOCI)

La solucion de Acido Hipocloroso es producida por cargas electroquimicas a una
solucién salina de baja concentracién a través de un generador (Fig.3).* El Acido
Hipocloroso (HOCI) tiene un tamafio molecular pequefio que permite la penetracion
de los componentes de la membrana celular, esto influye en la permeabilidad de la
pared y ocasiona la ruptura de la membrana celular. Ademas se ha presencia del HOCI

dentro de los fagocitos.>®

Fig. 3 Generador Optident —Puricore, empleado en el uso de soluciones electroquimicamente

activadas
1.2.2.3 Mecanismos de accién del Acido Hipocloroso.

Como desinfectante el Acido Hipocloroso penetra facilmente en la célula bacteriana a
través de la membrana citoplasmatica, actla sobre proteinas y acidos nucleicos de los
microorganismos; oxida grupos sulfhidricos (-SH) y ataca grupos aminos, indoles y al

hidroxifenol de la tirosina.*’
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1.2.2.4 Aplicaciones del Acido Hipocloroso

El Acido Hipocloroso (HOCI) ha sido ampliamente usado para la desinfeccion de
superficies, para la desinfeccion de endoscopios, y para la aplicacion de medidas de
seguridad sanitaria en la industria alimenticia. Ademés se ha utilizado como
desinfectante en instituciones médicas, para mejorar las medidas de asepsia u

3,36 Existen diferente soluciones en el mercado en donde

antisepsia dentro de estas.
la solucion Aquatine Endodontic Cleanser fue la primera solucion de Acido Hipocloroso
aprobada por la FDA como un agente irrigante alternativo al uso de Hipoclorito de

Sodio en Endodoncia.™
1.2.2.5 Biocompatibilidadel Acido Hipocloroso

El Acido Hipocloroso no posee toxicidad celular cuando se aplica en dosis
clinicamente efectivas. Se ha reportado extensamente que el cuerpo humano regula los
niveles de Acido Hipocloroso (HOCI) durante la respuesta inflamatoria empleando su
propio sistema de “defensa antioxidante”, a través de moléculas como taurina y nitritos,
los cuales neutralizan al HOCI y protegen a las células contra el posible dafio oxidativo.
En el tratamiento de heridas se ha empleado soluciones de Acido Hipocloroso como
por ejemplo en las heridas cronicas de pacientes con ulceras venosas. El Acido
Hipocloroso ofrece un desbridamiento selectivo y al parecer reduce la cantidad de
exudado en las heridas de tejidos blandos. Aunque, el mecanismo exacto de estas
observaciones no se conoce. ElI HOCI ha mostrado propiedades fibrinoliticas cuando
se utiliza clinicamente, y una reduccion del exudado se correlaciona con la

disminucién en la carga bacteriana.*

1.2.3 Prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus para detectar

endotoxinas

Dado que las endotoxinas son pir6genos, determinados farmacos como los antibiéticos
o las soluciones intravenosas no deben contener endotoxinas. Se ha desarrollado una
prueba para la deteccién de endotoxinas sensibilidad muy alta, que consiste en utilizar
amebocitos del cangrejo herradura Limulus polyphemus (Fig. 4). La endotoxina provoca

la lisis especifica de los amebocitos de este animal. En la prueba estandar del lisado de
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amebocitos del Limulus (LAL), se mezclan extractos de amebocitos del Limulus con la
solucion gque se va a ensayar: si la toxina esta presente, el extracto de amebocitos
gelifica y precipita, causando un cambio perceptible en la turbidez. Esta reaccion
puede cuantificarse con un espectrofotdmetro, que es capaz de detectar cantidades

infimas como 10 pg/ml de lipopolisacarido.*®

Fig. 4 Extraccién de amebocitos a partir del cangrejo Limulus polyphemus.

Existen tres variantes de esta prueba

Prueba cromogénica
Prueba Turbidimetrica

Prueba Gel-Clot

Las pruebas del Limulus se utilizan para detectar endotoxinas de muestras clinicas de
suero o liquido cefalorraquideo, entre otras. Un resultado positivo supone una presunta
evidencia de infeccion por bacterias gramnegativas. El agua para beber, y el agua que

se emplea en los farmacos y soluciones inyectables también se someten de forma
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rutinaria a la prueba del Limulus para detectar y eliminar potenciales fuentes de

contaminacion por patégenos gramnegativos.*
1.2.3.1 Pyrosate®: Prueba rapida de deteccidn de endotoxinas

El kit Pyrosate® se ha desarrollado como una herramienta facil de usar para la prueba
LAL gel-coagulo. El ensayo no requiere entrenamiento especial o suministros de
laboratorio. Siguiendo paso a paso las instrucciones que vienen ilustradas permitir al
usuario realizar ensayos en cuestion de minutos. El kit de Pyrosate® proporciona
resultados r4pidos y es especialmente Util para la investigacion, en la examinacion de

agua y liquido de didlisis (Fig. 5) *

Fig.5 Prueba de rapida de deteccién de endotoxinas Pyrosate®

1.2.3.2 Sensibilidad

El kit Pyrosate® esta disponible en dos sensibilidades: 0,25 EU / mL y 1,0 EU / mL.

Estas sensibilidades se pueden lograr en menos de 30 minutos.
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1.2.3.3 Realizacion de la prueba

El kit Pyrosate® es la Unica prueba rapida gelificacion-coagulacion, que contiene tubo
de endotoxina (PPC) que contiene un 2\ T ligado a la tubo de muestra (SPL) para
cada prueba de sensibilidad. Esta caracteristica es Unica para la prueba Pyrosate®. El
tubo de endotoxina (PPC) asegura que la muestra no interfiere con la prueba,
descartando falsa negativos (Fig.6). Pyrosate® esta formulado para eliminar falsos

positivos debido a (1G3)-B-D-glucanos.®®
1.2.3.4 Reconstitucion

Pyrosate® se reconstituye directamente con la muestra mediante la adicion de 0,5 ml al
de muestras de tubo (SPL). Después de aproximadamente 60 segundos de suave
mezcla de 0,25, ml se transfiere al tubo de endotoxina (PPC). La incubacion de lote

especifico el tiempo a 37 + 1 ° C se da en el Certificado de Cumplimiento.®

Fig. 6 Tubos de Pyrosate® para estudio de la muestra (SPL) y prueba de Control Positivo del
Producto (PPC) .
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1.2.3.5 Estabilidad

Pyrosate® es estable a temperatura ambiente y no requieren refrigeracion para el

transporte o el almacenamiento.

1.2.3.6 Aplicaciones del producto

» Hemodidalisis

* Analisis de agua y de los sistemas de agua
* Filtros industriales

* Investigacion de productos

1.2.3.7 Beneficios del producto
* Menor tiempo de ensayo

» Especificidad en endotoxinas

* No se requieren de diluciones

* No requiere refrigeracion

El kit Pyrosate® esté disponible en un kit de 10 pruebas y un paquete de 25 pruebas a

granel para cada sensibilidad. Cada kit contiene tubos de muestra de prueba (SPL) y

endotoxinas tubos de ensayo (control positivo del producto-PPC).*

31



2 Justificacion

El objetivo biologico del tratamiento de conductos radiculares consiste en eliminar todo
el tejido pulpar, microorganismos y endotoxinas, que se encuentren presentes en el

conducto radicular.

Actualmente se ha incrementado en la clinica endododntica la realizacion  del
tratamiento de conductos radiculares con necrosis pulpar en una sola sesion, sin la
colocacion de un medicamento intraconducto. A través de nuevos instrumentos
rotatorios para mejorar la conformacion del conducto radicular, y sobre todo con el del
uso diversos protocolos de irrigacion se ha buscado nuevas y mejores alternativas para
la desinfeccidn del conducto radicular de una manera mas rapida y segura. Pero no se
debe pasar por alto el hecho de que durante el tratamiento de conductos de pulpa
necrotica el objetivo no es solamente el eliminar el tejido necrético y bacterias
presentes, sino también eliminar los productos y subproductos de estas bacterias. Al
no llevarse a cabo la desinfeccion del sistema de conductos se puede ocasionar que
exista contaminacion de los tubulos dentinarios, la persistencia de lesiones periapicales
han llevado en muchas ocasiones al fracaso del tratamiento de conductos inicial,
generando la necesidad de realizar un retratamiento endoddntico o llevar a cabo
procedimientos quirdrgicos. En caso en especifico del LPS, a través de diversos
estudios se ha demostrado la relacion entre la presencia de lesiones periapicales y la
presencia de signos y sintomas patolégicos. Ademas de que multiples investigaciones
demuestran la incapacidad de los agentes irrigantes para inactivarlo de manera
satisfactoria. Por lo cual el presente estudio pretende analizar el efecto del agente
irrigante mas popular en endodoncia como lo es el Hipoclorito de Sodio en una
concentracion del 6%, con la intencion de obtener al maximo propiedades
antimicrobianas y de inactivacion de endotoxinas y de una nueva solucion
electroquimicamente activada a base de Acido Hipocloroso, el cual se ha introducido

en el area de la endodoncia atribuyendo propiedades antimicrobianas, de disolucion
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de tejido, de limpieza sin incluir la toxicidad a los tejidos y por ultimo comparar la
utilizacion de un agente irrigante como el Hipoclorito de Sodio al 6 % mas la asociacion
de la medicacion intraconducto a base de Hidroxido de Calcio, con la finalidad de

encontrar nuevas formas de optimizar el tratamiento endodoéntico.
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3 Planteamiento del Problema

La presencia de endotoxinas en el érgano dentario con tratamiento de conductos
radiculares esta relacionado con fracasos de tratamientos de conductos radiculares y
a la persistencia de lesiones periapicales. En el campo de la Endodoncia, se continua
con la busqueda lograr la desinfeccién del sistema de conductos radiculares por
medio agentes irrigantes que muestren mejores propiedades antimicrobianas, como
por ejemplo el Hipoclorito de Sodio. Sin embargo, el riesgo de toxicidad en los tejidos al
emplearlo en la terapéutica endoddntica es siempre latente al realizar el tratamiento de
conductos radiculares. En este punto es donde resalta la introduccion de un nuevo
agente irrigante que posea efectividad antimicrobiana como la hace el Hipoclorito de
Sodio y presente mayor seguridad en cuanto uso como lo es el empleo del Acido

Hipocloroso.

El empleo de la medicacion intraconducto por otra parte ha demostrado su efectividad
antimicrobiana con el inconveniente de aumentar las sesiones del tratamiento
endodontico, aplazando por un tiempo el finalizar el tratamiento de conductos
radiculares, lo que en algunas ocasiones puede llevar a contratiempos Yy

complicaciones entre sesiones.
En la practica de la Endodoncia surgen las siguientes preguntas:

¢Es posible desinfectar por completo la anatomia en ocasiones tan compleja del
sistema de conductos radicular?, ¢ Es posible eliminar a todas las bacterias presentes
y sus endotoxinas con solamente irrigar con Hipoclorito de sodio o se requiere dejar

medicado el conducto radicular?

¢Pueden el empleo  por si solos de Hipoclorito de Sodio al 6% o del Acido
Hipocloroso inactivar la endotoxina de igual manera que la asociacion de irrigacion y la

medicacion intraconducto a base de Hidréxido de Calcio?
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4. Hipobtesis

Hipodtesis nula: No existe diferencia estadisticamente significativa en el efecto de
inactivacion de endotoxinas de E. coli con empleado NaOCI al 6%, y empleando un
agente irrigante asociado con la medicacion intraconducto a base de Hidroxido de

Calcio.

Hipotesis alternativa: Si existe diferencia estadisticamente significativa en el efecto de
inactivacion de endotoxinas de E. coli con NaOCI al 6%, y empleando un agente

irrigante asociado con la medicacion intraconducto a base de Hidréxido de Calcio.
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5 Objetivo

Evaluar la inactivacion de endotoxinas (LPS) empleando Hipoclorito de Sodio al 6%,
Acido Hipocloroso y la asociacion de irrigacion con Hipoclorito de Sodio y la
medicacion intraconducto a base de Hidroxido de Calcio.
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6 Variables

6.1 Dependientes
Presencia de endotoxina (LPS) de E. coli
6.2 Independientes

Solucién de Hipoclorito de Sodio al 6%

Solucién de Acido Hipocloroso (Sterilox)

Solucién de Hipoclorito de Sodio asociado a la colocacion de medicacion intraconducto

a base Pasta de Hidroxido de Calcio.
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6.3 Operacion de variables

Variable

Dependiente

Descripcion

Medicién

Presencia LPS de

Escherichia coli

Se
endotoxinas (LPS) de E coli, presentes en

le define como la presencia de

agua en contacto con los discos de dentina
de bovino, después de ser sometido a los
diversos agentes irrigantes y analizado por
medio de la prueba de deteccion de

endotoxinas Pyrosate®

Positiva

La muestra contiene valores

> 0.25 EU/mI de endotoxinas

Se observara la formacion

de un coagulo

Negativa

La muestra contiene valores

< 0.25 EU/mI de endotoxinas

Se observara la

ausencia de formacién de un

con

coagulo.
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7 Materiales y métodos

7.1 Tipo de Estudio
Estudio experimental, comparativo, observacional, In Vitro
7.2 Universo de Estudio

100 Discos de dentina de 6rganos dentarios de bovino
Muestra

3 grupos de 30 discos de dentina

7.3 Criterios

7.3.1 Inclusién

Organos dentarios unirradiculares
Organos dentarios sin presencia de caries

Organos dentarios con raices completas

7.3.2 Exclusion

Discos de dentina con fracturas o no estandarizados
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7.4 Materiales

Organos dentarios de bovino

Disco de diamante

Regla milimétrica (Miltex)

Pieza de baja velocidad (Dentamerica)
Gasas estériles

Bolsas de esterilizar

Horno seco

Gradillas

EDTA 17 %

Jeringas hipodérmicas

Pipetas libres de pirdégenos (Pyrosate pipettes)

Endotoxina (LPS) de Escherichia coli (E. coli H0113: H10)
Endotoxin)

Kits de test Pyrosate® LAL

Lima # 15 tipo K (Maillefer)

Pipetas libres de pirdgenos

Tubos de borosilicato estériles (Pyrotube®)
LAL Reagente

Agua estéril libre de pird6genos. (PISA)
Hipoclorito de Sodio al 6% (Clorox)
Generador Optident Puricore

Acido Hipocloroso (Sterilox electrolyte Solution, Sterilox, Puricore)

(Control Standard
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Reloj cronometro

Cémara fotografica (Sony)
Parafilm

Micropipeta

Vacuum de laboratorio
Pasta de Hidroxido de Calcio Ultracal XS (Ultradent)
Filtro estéril milipore
Guantes estériles

Pinzas de curacion
Mechero de gas

Estufa de incubacion

Termémetro
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7.5 Metodologia

Los drganos dentarios de ganado bovino se limpiaron y después se desinfectaron en
un recipiente con Hipoclorito de Sodio al 1% por un periodo de 24 horas. A los
organos dentarios de bovino se les retird la corona con lima tipo # 15 tipo K (Maillefer)
se retiré la presencia de restos de tejido pulpar. Se seccioné 3mms de la porcidén
apical. El resto de la raiz fue seccionada en discos de dentina cilindricos de 5 mms

de altura empleando disco de diamante en pieza de baja velocidad (Fig.7).

Fig. 7 Corte de discos de dentina de bovino.

El lumen de los discos de dentina fue estandarizado con la utilizacién de una fresa de
bola (2.5mm)

El lodo dentinario fue removido de los discos de dentina sumergiendo las muestras en
una solucién de EDTA por 4 minutos y después se enjuagaron con agua libre de
pir6bgenos y se secaron empleando gasas estériles. .

Los discos de dentina se colocaron en un matraz de vidrio, sellado con algodon y
fueron colocados en el horno seco, en donde se dejaron durante un periodo de siete
horas a 180 ° C para poder lograr una completa esterilizacion y despirogenizacién de

las muestras (Fig. 8).
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Fig. 8 discos de dentina de bovino después del proceso de despirogenizacion.

Se tomaron con 5 discos de dentina al azar del matraz, se colocaron en recipientes de
forma individual que contenian 1 ml de agua libre de pir6genos agitandolos
suavemente. Se les colocé en la incubadora por un periodo de 24 horas. Con la ayuda
de una pipeta se tomé una muestra de 0.5 ml de cada tubo del liquido en donde se
incubaron los discos de dentina y se les realizé una prueba empleando el test de
deteccion de endotoxina Pyrosate ®, con lo cual se pud6 poder determinar la
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despirogenizacion  de los discos de dentina de bovino para poder realizar este

estudio.

Los discos de dentina de bovino fueron divididos en los siguientes grupos:
Grupo A: 30 discos de dentina tratados con Hipoclorito de Sodio al 6%
Grupo B: 30 discos de dentina tratados con Acido Hipocloroso.

Grupo C: 30 discos de dentina tratados con Hipoclorito de sodio 6% y en donde se

coloco pasta de Hidréxido de Calcio como medicacion intraconducto por siete dias.

Todas los discos de dentina fueron colocados en una solucién LPS de E. coli

colocados en recipientes individuales y se incubaron por 24 horas a 37°C + - 1°C.

Los discos de dentina del grupo A fueron colocados en tubos de borosilicato libres de
pirdgenos Pyrotube® con 2 ml de Hipoclorito de Sodio al 6% por un tiempo de 40

minutos. Se les agité suavemente en periodos de cada 10 minutos (Fig. 9).

Fig. 9 Discos de dentina de bovino tratados con 2 ml de NaOCI al 6%

Los discos de dentina del grupo B fueron colocados en tubos de borosilicato libres de

pirégenos Pyrotube con 2 ml de solucién de Acido Hipocloroso (previamente activada
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en generador) por un tiempo 40 minutos. Se les agitdé suavemente en periodos de cada
10 minutos (Fig. 10).

Fig. 10 Generados Optident y Solucién de Acido Hipocloroso (Sterilox)

Los discos de dentina del grupo C fueron colocados en tubos Pyrotube durante 40
minutos para sumergirlos en 1 ml de Hipoclorito de Sodio al 6%, posteriormente
fueron lavados con agua estéril y se les colocd en el centro del disco de dentina una
pasta de Hidroxido de Calcio (Ultracal XS, ultradent) (Fig. 11). Después fueron
colocados tubos Pyrotube que fueron sellados con parafilm. Se procedié a incubarlos

en el horno a una temperatura de 37°C por 7 dias.
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Fig. 11 Hidréxido de Calcio Ultracal XS (Ultradent), colocada en discos de dentina de bovino

En el grupo A y B después de transcurridos los 40 minutos de exposicion al agente
irrigante los discos de dentina, se le realiz6 un enjuague con agua libre de pirégenos,
colocados en un filtro estéril buscando inactivar y eliminar restos del agente irrigante
con el que fueron tratados (Fig. 12), En el grupo C medicado con Hidréxido de Calcio

fue hasta haber pasados siete dias.

Fig. 12 Lavado y enjuague de discos de dentina de bovino.
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Los discos de dentina de cada grupo dejaron secar colocandose en gasas estériles.
Posteriormente se colocaron en recipientes Pyrotube, los que contenian 1 ml de agua
estéril, se procedid a sellarlos empleando parafiim se les agit6 suavemente por 20
segundos y fueron colocados en el horno para incubacion por 24 horas a 37°C (Fig.
13).

Fig. 13 Tubo de borosilicato Pyrotube sellado con Parafilm.

Pasado el tiempo de incubacion de las muestras de los grupos A,B y C, se tom6 0.5ml
de la solucién acuosa con la que tuvo contacto el disco de dentina, esto con la ayuda
de una pipeta libre de pir6genos y las muestras de agua fueron sometidas a la prueba
de deteccion de endotoxinas de Pyrosate® (Fig.14), para verificar la presencia de

endotoxinas en los discos de dentina. Siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Limulus Amebocyte Lysate

PYROSATE® KIT

Rapid Endotoxin Detection

Limulus Amebocyte Lysate
PYROSATE’ KIT-10 Test

ACC Catalog #: PSD250-10 é
K P5130021

— B Bcacop

Fig. 14 Prueba Pyrosate® empleada para la deteccion de endotoxinas.

Pyrosate ® es un prueba rapida de deteccion de endotoxinas especialmente disefiado
para las pruebas de agua, liquido de dialisis o de otro tipo en aplicaciones que no
requieren el uso de reactivos del Lisado de amebocitos de Limulus.

Pyrosate® presenta dos tipos de tubos, en uno se coloca la muestra en estudio (SPL)
y el segundo es un tubo de Control Positivo del producto (PPC). Los tubos fueron
etiguetados con el grupo y con el numero de la muestra. (Fig. 15). Al utilizar Pyrosate
se retird el tapon del tubo SPL (tubo de tapén azul) y PPC (tubo con tapdén de color
rojo), evitando tocar los bordes de los tubos para evitar el riesgo de una

contaminacion cruzada.
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Fig. 15 Tubos para detecciéon de endotoxinas de la pruba Pyrosate®

Con el empleo de una pipeta estéril se realizé la transferencia del tubo que contenia
el liquido de la muestra de estudio, sin contaminar la punta de la pipeta, solamente

tocando el extremo del bulbo de la pipeta.

Se extraj6 de cada tubo en estudio (agua estéril en contacto con discos de dentina
tratados) hasta 0,5 ml que se marca en la pipeta que se incluye en el kit de Pyrosate®
y se le transfirid al tubo de la muestra (SPL) Pyrosate®, este contenido fue agitado
suavemente para que se disolviera por completo el reactivo en un tiempo de 20 a 60

segundos.

Empleando la misma pipeta, se extrajo 0,25 ml de liquido desde el tubo de muestra
Pyrosate® (SPL) y se le transfirié al Tubo de Control Positivo del Producto (PPC). Se
mezclé suavemente el contenido del tubo por un periodo de 10 a 20 segundos. De
forma inmediata se coloc6 uno a uno los tubos en estudio en gradillas, estas fueron
llevadas a la incubadora, en donde permanecieron a una temperatura de 37 + 1 ° C
durante el periodo de tiempo de 25 minutos, como lo indica el fabricante de la prueba

Pyrosate®.
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Lectura de resultados

Al acabar el tiempo de incubacion de los tubos de la prueba Pyrosate®, de inmediato

fueron retirados de la incubadora. De manera suave se tomé uno a uno los tubos y

se les dio un giro de inversion de 180 grados, con lo que se podia apreciar la ausencia

o presencia de coagulo solido de gel y poder determinar la presencia o ausencia de

endotoxinas. (Fig.16)

Clot (+) No Clot (-)

Fig. 16 Presencia o ausencia de coagulo en prueba Pyrosate

Para poder validar a los resultados se verificaba la lectura resultado observando el

tubo de la muestra (SPL) y el tubo de Control Positivo del Producto (PPC). (Fig 17)

PPC MUESTRA (SPL) RESULTADO

Coagulo (+) |Coagulo (+) Prueba Valida. La muestra contiene >0.25 EU/ml
Codgulo (+) [Codgulo (-) PruebaValida. La muestra contiene <0.25 EU/ml
Codgulo(-) |Codgulo (+) Prueba No Valida. Repetirla prueba.

Codgulo(-) [Codgulo (-) Prueba No Valida. Repetirla prueba.

En el tubo Pyrosate® de Control Positivo del Producto (PPC) se debia formar un

coagulo en el caso de que no se llegaba a formar se deberia repetir la prueba. La falla
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de la formacién de un coagulo indicaba la mala manipulacion del ensayo o una muestra

de solucidn acuosa no adecuada.

En el tubo de la muestra en estudio Pyrosate® (SPL) Si un coagulo sélido se llegé a
formar el resultado se registraba como positivo (+). Lo cual indicaba la presencia de
endotoxina igual o mayor a 0.25 EU/ml en la muestra (Fig 18). Si no se observo la
presencia algun coagulo, es decir, la mezcla permanecié en estado liquido o se rompio
el coagulo, el resultado se registraba como negativo (-), indicando que no hubo

presencia de endotoxina mayor a 0.25 EU/ml en la muestra.

Fig. 18 Prueba Pyrosate ® indicando presencia de endotoxinas
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7.6 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos seran registrados en una hoja de control por cada grupo de

estudio y estas seran analizados estadisticamente utilizando la prueba estadistica X

(Chi cuadrada) con una confianza del 95% y p=<0.05.

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent [N Percent |N Percent
Agente * Presencia]90 98.9% 1 1.1% 91 100.0%
Endotoxina
Agente * PresenciaLPS Crosstabulation
Presencia Endotoxina
Negativo [Positivo Total
Agente  NaOCI 6% 26 4 30
HOCI o 30 30
Medicacion 30 0 30
intraconducto
CaOH2
Total 56 34 90
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Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square |75.252% |2 .000
Likelihood Ratio 95.773 |2 .000
Linear-by-Linear 1.122 |1 290
Association
N of Valid Cases 90

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 11.33.

En el analisis estadistico que se realizo utilizando el programa SPSS 19 para Windows.

Se encontré que el valor de Chi cuadrada es de 75.252 y al comparar con el de Chi

cuadrada en la tablas de distribucién a un nivel de confianza del 95% con un error del

5% vy con g. |. de 2 nos da un valor de 5.991. Por lo tanto rechazamos la hipétesis nula,

ya que si existe una diferencia estadisticamente significativa entre los agentes de

irrigacion y la medicacion intraconducto sobre la presencia o no de endotoxinas.
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8 Resultados

El grupo A tratado con Hipoclorito de Sodio al 6% se observdé que la presencia de

endotoxina igual o menor a 0.25 EU/m| fue negativa en 26 de las muestras y positiva

en 4 de ellas. (Tabla 1, Gréfica 1)

GRUPO TRATADO CON HIPOCLORITO DE SODIO AL 6%

RESULTADO
ENDOTOXINA 0.25
MUESTRA EU/ML
1|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
2|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
3|POSITIVA NEGATIVA PRESENTE
4|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
5|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
6|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
7|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
8|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
9|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
10(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
11{POSITIVA POSITIVA PRESENTE
12(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
13[(POSITIVA POSITIVA PRESENTE
14(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
15(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
16(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
17|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
18(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
19(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE"
20{POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
21|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
22|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
23|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
24|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
25|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
26|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
27|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
28|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
29|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
30|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE

Tabla 1.

Resultados de grupo A tratado con Hipoclorito de Sodio al 6%
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En la lectura de resultados del grupo tratado con la solucién de Acido Hipocloroso fue

positiva la presencia de endotoxina en una concentracion igual o mayor de 0.25 en 30

de las muestras (Tabla 2 y Gréfica 2)

MUESTRA

GRUPO TRATADO CON ACIDO HIPOCLOROSO

RESULTADO ENDOTOXINA
0.25 EU/ML

1|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
2|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
3|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
4|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
5|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
6|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
7|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
8|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
9|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
10|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
11|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
12|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
13|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
14|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
15[POSITIVA POSITIVA PRESENTE
16|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
17|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
18|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
19|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
20|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
21|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
22|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
23|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
24|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
25|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
26|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
27|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
28|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
29|POSITIVA POSITIVA PRESENTE
30|POSITIVA POSITIVA PRESENTE

Tabla 2. Resultados de grupo B tratado con Acido Hipocloroso
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Mientras que en el grupo en el que se utilizé

irrigante asociado con medicacion

intraconducto a base de Hidroxido de Calcio registr6 30 muestras negativas a la

presencia de concentraciones igual o menores de 0.25 EU/ml. (Tabla 3 y Gréfica 3)

GRUPO TRATADO CON MEDICACION INTRACONDUCTO A BASE DE HIDROXIDO DE CALCIO

RESULTADO
ENDOTOXINA 0.25
MUESTRA EU/ML
1{POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
2[POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
3|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
4|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
5|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
6[POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
7|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
8|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
9|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
10(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
11|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
12(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
13|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
14|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
15|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
16|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
17|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
18|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
19(POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
20|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
21|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
22|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
23|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
24|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
25|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
26|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
27|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
28|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
29|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE
30|POSITIVA NEGATIVA NO PRESENTE

Tabla 3. Resultados de grupo C, tratado con Hipoclorito de Sodio al 6% y medicado con

Hidréxido de Calcio por siete dias.
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HIPOCLORITO DE SODIO AL 6%
PRESENCIA DE ENDOTOXINA

Positiva Negativa

Gréfical. Presencia de endotoxina en Grupo tratado con Hipoclorito de Sodio al 6%

ACIDO HIPOCLOROSO
PRESENCIA DE ENDOTOXINA

Positiva Negativa

Gréafica 2. Presencia de endotoxina en Grupo tratado con Acido Hipocloroso
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NaOCl 6% + MEDICACION
INTRACONDUCTO CaOH,
PRESENCIA DE ENDOTOXINA

Positiva Negativa

Gréfica 3. Presencia de endotoxina en Grupo C, tratado con Hipoclorito de Sodio +

Medicacion Intraconducto a base de Hidroxido de Calcio por siete dias.

Resultados de Presencia de
Endotoxina

HOCL NaOCL + CaOH2

Positiva ® Negativa

Gréfica 4. Comparacion de Presencia de Endotoxina entre Hipoclorito de Sodio al 6%, Acido

Hipocloroso y NaOCI combinado con medicacion intraconducto a base de Hidroxido de Calcio

por siete dias.
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9 DISCUSION

En este estudio se utilizé6 endotoxina de E coli, el cual ha sido empleado en muchas
investigaciones.™ *° La habilidad de difusién del LPS a través de los t(ibulos dentinarios
guedé demostrada en este estudio, ya que observamos que con periodos de
exposicion relativamente cortos (24 horas), el LPS puede tener difusion a través de la

dentina, lo cual ha sido observado en esta investigacién.*®#

Se observo la gran eficacia de la aplicacion de hidréxido de Calcio como medicamento
intraconducto por varios dias, concordando con los hallazgos que arrojan las
investigaciones realizadas por Buck, en donde el empleo de diversos agentes irrigantes
y la combinacién de estos no mostré una mayor inactivacion al ser comparada con el
uso de Hidréxido de Calcio. Se observa una eficacia del 86 % en el grupo tratado con
Hipoclorito de sodio al 6%, En este caso la asociacion de Hipoclorito de Sodio al 6%
durante 40 minutos y la colocacién de medicacion intraconducto a base de Hidroxido de
Calcio mostraron una eficacia del 100%, lo cual muestra como la colocacion de

medicacién intraconducto puede inactivar de forma mas efectiva al LPS.>

Maekaga en sus estudios reporto la eficacia del empleo de Hipoclorito de Sodio en una
concentracion de 2.5% en la inactivacion de LPS de E. coli, en la presente
investigacion se encontrd una eficacia mayor en el empleo del Hipoclorito de Sodio al
6%, lo que reafirma que mayor concentracion posee mayor potencia. Sin embargo, los
mejores resultados fueron encontrados en el grupo tratado con agente irrigante y la

asociacion de la medicacion intraconducto con Hidréxido de Calcio.?

En este estudio también coincidimos con los resultados obtenidos por Oliveira en
donde observé que después de medicar los conductos con Hidroxido de Calcio se
consiguié de un 92 a 100% de inactivacion de endotoxinas, porcentaje similar al

registrado en esta investigacion.
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Las soluciones electroquimicamente activadas, como el acido Hipocloroso empleado
en investigaciones recientes y promovido como un agente de irrigacion en Endodoncia
alternativo al uso del Hipoclorito de Sodio, ha mostrado resultados favorables en cuanto
actividad antimicrobiana y remocion de lodo dentinario, disolucion de tejido,
compatibilidad. Sobre la necesidad activacion del Acido Hipocloroso es de resaltar que
es una desventaja ya que el agente se encuentra en estado inactivo y no puede ser
utilizado hasta después de ser activado electroquimicamente a través de un generador,
factor que dificulta su uso al ser comparado con otros agentes irrigantes usados en

Endodoncia. 8813

En cuanto a la inactivacion de endotoxinas en este estudio fue nula su eficacia, ya que
en ninguna de los ejemplares tratados se pudo observar ausencia de LPS. Es de suma
importancia la realizacion de mayor nimero de investigaciones ya que es los resultados
observados no concuerda con la informacién obtenida en otras investigaciones sobre
las aplicaciones del Acido Hipocloroso en Endodoncia y sus propiedades
antimicrobianas por las cuales se ha difundo su uso en diferentes areas de la Medicina.
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10 CONCLUSIONES

En esta investigacion se obtuvieron datos en cuanto el empleo de diversas soluciones
de irrigacion y su asociacion con medicacion intraconducto a base de hidréxido de

Calcio en la podemos concluir:

La utilizacion de Hipoclorito de Sodio mostrd resultados favorables en cuanto su
inactivacion de endotoxinas por lo cual es una de las razones por la que es el agente
irrigante mas popular de gran uso en el tratamiento de endodoncia. Se recomienda
investigar su combinacion con otras técnicas como la activacion ultrasénica y su

asociaciéon con otros agentes.

El uso de la solucion de acido Hipocloroso en estudios in vitro e in vivo ha demostrado
muchas propiedades para ser considerado un agente irrigante alternativo al uso del
Hipoclorito de Sodio en Endodoncia. En este estudio no se observo eficacia en
inactivacion endotoxinas por lo cual resaltamos la necesidad de realizar mas

evaluaciones mejorando la metodologia para obtener resultados mas contundentes.

La utilizaciéon de la medicacion intraconducto como el Hidroxido de Calcio ademas de
otras propiedades es de gran ayuda para la inactivacion de endotoxinas lo que apoya

para lograr mayor éxito en el tratamiento de conductos radiculares.

Se recomienda continuar con mas estudios similares in vitro e in vivo y con pruebas de
deteccion mas modernas y exactas considerando que en este estudio utilizamos una
prueba cualitativa, resultaria de utilidad realizar estudios con mayor exactitud y
metodologias mas desarrolladas para tener mas informacion que ayude a realizar

mejor la Endodoncia clinica y lograr mayor éxito en nuestros tratamientos.
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