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l. RESUMEN

. RESUMEN

Introduccidn: La investigacion y la experiencia clinica han demostrado que el hipoclorito
de sodio (NaOCI) tiene varias propiedades que contribuyen a un desbridamiento quimio-
mecanico eficaz de un sistema de conductos. Sin embargo, debido a las grandes
desventajas del mismo, el aumento de las cepas resistentes a los antibidticos y los
efectos secundarios causados por los medicamentos sintéticos han impulsado a los
investigadores a buscar alternativas a base de plantas, tal es el caso del té verde. Este
deriva de la planta, Camellia sinensis y ha sido ampliamente estudiada por sus efectos
positivos sobre la salud, especificamente bucodental. Este efecto se les atribuye debido
a sus propiedades como antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, antihipertensivo
y regenerativa, las cuales se asocian principalmente a su contenido de polifenoles.
Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano de un extracto de Té verde contra E. coliy E.
faecalis de manera in vitro y comparar su actividad contra NaOCI (5.25 y 2.5%) para
considerarlo como una alternativa para un irrigante herbolario. Materiales y métodos:
Se realiza un extracto alcohdlico de las hojas de té verde (Camellia sinensis), de manera
resumida, el tiempo de contacto fue de 24 h, los restos solidos se separaron por filtracion,
se removio el alcohol por destilacion y un segundo filtrado, en tubos eppendorf de 1.5
mL, se coloc6 1 mL de medio de cultivo Muller Hinton con 1 yL a 0.5 McFarland de
bacteria y una serie de concentracion crecientes de extracto. Se utilizaron como controles
positivos 5.25 y 2.5% de NaOCI. Pasado el periodo de incubacién (72 h) se cuantifico el
crecimiento bacteriano por espectroscopia UV-Vis midiendo la absorbancia a 620 nm. El
analisis estadistico para detectar diferencias fue por medio de un Andlisis de Varianza
(ANOVA) bidireccional. Resultados: Se encontr6 que hay una diferencia significativa
entre el extracto del té verde a una concentracion >80% y el NaOCl al 2.5%. Asi mismo,
se detectdé mayor eficacia para E. coli por debajo de 2% y para E. faecalis es efectivo a
la menor concentracién probada 40%. No se observo diferencia significativa entre los
controles a 5.25 y 2.5% de NaOCI. Conclusion: Con una p < 0.05 se concluye que el
extracto de té verde tiene actividad bactericida contra E. coli y E. faecalis y pudiera
remplazar el uso de NaOCI 2.5%. Se requiere de mas estudios para poder asegurar que
el extracto de té verde preparado puede sustituir el uso de NaOCI al 5.25%.
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ll. INTRODUCCION

2.1. HISTORIA DE LA ENDODONCIA

La Asociacion Americana de Endodoncia (AAE), reconoce a la especialidad como
tal en el afio de 1963; la cual la define como la rama de la odontologia que se ocupa de
la morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa dental y de los tejidos perirradiculares,
asi como abarcar las practicas de las ciencias basicas y clinica incluyendo la biologia de
la pulpa, etiologia, diagnostico, prevenciéon y el tratamiento de las enfermedades y

lesiones de la pulpa y las condiciones perirradiculares asociadas (1).

El especialista en endodoncia es responsable del avance del conocimiento
endodontico mediante la investigacion, la transmisién de informacion sobre los avances
mas recientes en procedimientos y materiales biolégicamente aceptables, asi como la
educacion hacia al publico en cuanto a la importancia de mantener la denticiéon en un

estado fisiolégicamente funcional para el mantenimiento de la salud oral y sistémica (1).

2.1.1 TRIADA ENDODONTICA

El tratamiento endodontico se compone de un conjunto de factores que
generalmente incluyen tres pasos: instrumentacion, irrigacion y obturacion; sin embargo
la referencia bibliografica nos muestra cuatro pasos, en los cuales se puede incluir la
medicacion (2). En las infecciones endodonticas el objetivo es disminuir el nimero de
células bacterianas y sus productos del conducto radicular (Debris/Biofilm) y asi evitar
gue nuevos microorganismos lleguen a la region periapical, promoviendo asi las
condiciones ideales para la curacion. Por lo tanto, es importante eliminar las bacterias,

tejidos necroticos y restos de la capa de barrillo dentinario que se generan durante la

2



[I. INTRODUCCION

preparacion mecanica, en donde son algunos de los desafios que se enfrentan durante

el tratamiento de endoddntico (3).

2.2. IRRIGACION.

En cuanto a la irrigacion del conducto radicular, este juega un papel importante en
el desbridamiento y desinfeccién del sistema de conductos radiculares y es una parte
integral de los procedimientos de preparacion del conducto radicular (4). En
consecuencia, la accion adecuada de cualquier solucion irrigante utilizada en todos estos
factores considerados puede culminar en una prediccion de éxito y longevidad del
tratamiento (3). Esto es fundamental por las principales causas de fracaso de la
endodoncia que son los microorganismos restantes o la recolonizacién dentro del

conducto radicular y los tejidos perirradiculares (2).

2.3. MICROBIOLOGIA DEL CONDUCTO RADICULAR.

La microbiota de las infecciones del conducto radicular esta muy diversificada, e
incluyen microorganismos aerobios grampositivos, gramnegativos y principalmente
anaerobios, se colonizan y se agrupan creando una biopelicula (5). Una biopelicula es
una estructura altamente organizada formada por células bacterianas encerradas en una
matriz polimérica extracelular autoproducida adherida a una superficie. Las biopeliculas
también pueden considerase como una capa de condensacion de microbiota o una
comunidad derivada de microbios que consiste en células que estan irreversiblemente
en un sustrato o a una interfaz, entre si, e incrustadas en una matriz de polisacaridos

extracelulares, ademas de ADN extracelular (ADNe) y proteinas extracelulares (6).
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Figura 1, Estructura  de las
microcolonias en un Biofilm maduro (6).

Las microcolonias en la biopelicula se
caracteriza por una matriz de EPS
(Sustancias exopolimericas), compuesta
por agua, ADNe, polisacéaridos y proteinas,
entre otros compuestos. La matriz de EPS
funciona como un escudo para proteger a
la comunidad bacteriana o poblacién
bacteriana de depredadores como los
protozoos o los fagos liticos, asi como de
las toxinas quimica (p. e€j., biocinas y
antibidticos). La matriz de PS puede
ayudar a secuestrar nutrientes y, junto con
los microorganismos subyacentes,
también es responsable del
establecimiento de gradientes (por
ejemplo, oxigeno y nutrientes hacia el
interior y los productos de desecho, asi
como sefiales como el éxido nitrico, hacia
el exterior

En general, la composicion exacta varia segun los microorganismos y de los

nutrientes disponibles y en cuanto a los organismos del Biofilm muestran un fenotipo

alterado con respecto a la tasa de crecimiento y la transcripcion de genes (Figura 1). Las

células bacterianas sésiles (estado de Biofilm) difieren en gran medida de las células

bacterianas que flotan liboremente (estado plancténico). Las propiedades fisiologicas de

las bacterias en las biopeliculas fisioldgicas de las bacterias en las biopeliculas son

diferentes en comparacion con la misma bacteria en un medio de cultivo, en parte porque

los microorganismos de las biopeliculas estan protegidos en un medio ambiente gracias

a su matriz (6).
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En general el objetivo de cualquier estrategia de desinfeccién en la atencién
sanitaria es reducir la carga bacteriana a un nivel subcritico para que las respuestas
inmunitarias del paciente permitan la curacion; en cuanto al tratamiento de conducto
radicular no difiere de dicho objetivo, ya que la desinfeccion del conducto radicular se
considera el eje de esta terapia y se ha centrado en el desarrollo de métodos que puedan

eliminar completamente el Biofilm bacteriano (6).

2.3.2. INFECCIONES ENDODONTICAS.

Las infecciones endodonticas se dividen en 2 categorias: infeccion primaria,
resultante de la invasiéon y colonizacion del tejido pulpar necroético por microorganismaos,
y la infeccién secundaria, causada por la persistencia de bacterias en el sistema de
conductos radiculares tratados endoddnticamente, ya sea por una infeccidbn remanente

o persistente (7).

A medida que la enfermedad pulpar progresa, la ecologia dentro del sistema del
conducto radicular cambia, dichos cambios pueden estar relacionados con la tension de
oxigeno cuando se realiza el acceso del conducto radicular durante el tratamiento, el uso
de agentes de irrigantes y los cambios de pH que se generan debido a diversos
materiales introducidos en el conducto radicular, esto da lugar a cambios fenotipicos de
la poblacion de los microorganismos (6). La infeccion del espacio del conducto radicular
se produce con mayor frecuencia como secuela de una lesion cariada profunda, grietas
en la estructura de la corona que se extiende a la camara pulpar también pueden ser
causas de infeccidon endoddntica e independientemente de la via de entrada microbiana,

debe diferenciarse entre casos vitales y no vitales (8).
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A medida que la defensa del huésped pierda acceso al espacio pulpar necrotico,
los microorganismos oportunistas seleccionados por las duras condiciones ecoldgicas y
el entorno de bajo oxigeno se acumulan en el sistema de conductos radiculares. Estas
comunidades microbianas pueden sobrevivir en el tejido pulpar organico y el exudado
del periodonto. En consecuencia, los grupos de microorganismos en los dientes
necroticos y en los dientes con tratamientos se encuentran en la zona apical del conducto
radicular, donde tienen acceso al liquido tisular. En las infecciones de larga duracion,

pueden invadir a la dentina adyacente a través de los tabulos dentinarios abiertos (8).

2.3.3 BACTERIAS DEL CONDUCTO RADICULAR.

Las infecciones endodonticas primarias son polimicrobianas, predominando
Bacteroides, Prophyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Treponema,
Peptostreptococcos, Eubacterium y Camphylobacter. Se cree que la persistencia de
microorganismos dentro del sistema de conductos radiculares después del tratamiento
es la causa principal del fracaso del tratamiento de conductos. La flora microbiana que
se encuentra en las infecciones secundarias, por lo general, es capaz de sobrevivir a
condiciones duras como un amplio pH y a condiciones limitadas de nutrientes,
predominando bacterias grampositivas tales como; Enterococos, Lactobacilos,
Actinomyces y hongos (por ejemplo; Candida albicans). La figura 2 (A y B) presenta
algunas biopeliculas multiespecificas del foramen apical de los conductos radiculares
mostrando canales de comunicacion, fusibn de fibras extracelulares, polimeros
extracelulares compactos y su red (6). En la figura 3 se observa las imagenes de un

microscopio electronico de barrido (SEM) de conductos radiculares infectados, muestra
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grupos de Streptococcus faecalis en la pared del conducto radicular (A) y bacterias

penetradas en los tubulos dentinarios (B) (9)

Figura 2 Biopelicula especifica de Leuconostoc spp y Biofidobacterium spp (6).

Iméagenes de microscopia electrénica de barrido de la parte apical del foramen de un diente
mostrando una biopelicula madura (1) Leuconostoc spp. (10.000x). se observa una matriz
polimérica multicapa evidente. También se observa canales de comunicacion en la biopelicula
(a), fibras extracelulares secretadas por células bacterianas (b), células metabdlicamente activas
caracterizadas por la division celular (c) y polimeros extracelulares (d); (2) Biofidobacterium spp.
(10.000x) en estado de maduracion. Secrecion de polimeros en forma granular por células
bacterianas (a), microfilamentos de polimeros extracelulares que rodean la forma de varilla de
microorganismos (b) y polimeros extracelulares en estado de maduracion (c). (Cortesia; Dra. Ana
Maria Gonzalez Amaro, Maria Verénica Méndez Gonzalez UASLP México).
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Figura 3, Imagenes SEM de conductos radiculares infectados en el conducto radicular
(A) y tabulos dentinarios (B) (9).

(1) Clostridium botulinum y Streptococcus anginosus (5000x). Canales de comunicacién dentro
de la biopelicula (a), fusion de fibras extracelulares en forma laminar (b) y la presencia de
numerosas fibras poliméricas secretadas por bastones y cocos formando un patrén entrecruzado
(c). (2) Biofilm de 3 semanas de Enterococcus faecalis sobre dentina (2000x). La densa matriz
extracelular de polisacaridos es visible y el reto de erradicar las biopeliculas de este
microorganismo en parte se atribuye a la capa de los medicamentos para penetrar en esta matriz.
Esta es la bacteria mas comunmente implicada en el fracaso del tratamiento del conducto
radicular (Cortesia; Dra. Ana Maria Gonzalez Amaro, Maria Verénica Méndez Gonzalez UASLP
México).

Figura 4 Imagen de microscopia de barrido
laser confocal (CLSM) (corte Gnico con un
aumento de 20x) de un Biofilm de
Enterococcus faecalis de una semana de
duracion dentro del conducto radicular (6).

Se observa densos agregados de bacterias dentro
de los tubulos dentinarios. La ventaja de la imagen
CLSM es detectar la presencia de bacterias
aparentemente muertas (rojo) y aparentemente
vivas (verde). También es posible realizar una
reconstruccion tridimensional de imagenes Z-stack
para estudiar la arquitectura del Biofilm.
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Sjogren demostrd que las bacterias en el conducto radicular en el momento de la
obturacion, provocaban una reduccién estadisticamente significativa del éxito, un estudio
realizado indico que los conductos con cultivos bacterianos negativos tuvieron una tasa

de éxito del 98% en comparacion con el 68% que arrojaron cultivos positivos (2).

El conocimiento de la patogénesis de las infecciones endodonticas es importante
para establecer estrategias terapéuticas. Se han intentado especialmente conocer las
especies bacterianas y su asociacion en complejos con los avances en las técnicas de
biologia molecular se han conducido a la identificacion de nuevas especies y clones de
bacterias, asi como la deteccién de especies no cultivables presentes en infecciones
endodonticas. Diversos estudios han demostrado una amplia diversidad de especies
bacterianas dilucidando asi el perfil polimicrobiano que incluyen especies de bacterias
Gramnegativas en las infecciones endododnticas. Las interacciones de las especies
bacterianas y su agrupacion con complejos hacen que las infecciones endodonticas sean
aun mas complejas para la respuesta del sistema inmunitario, lo que puede dar lugar a
diferentes sintomas clinicos. Socranscky et al; fueron los primeros en agrupar las
especies de bacterias en complejos, simplificando asi su descripcion y las relaciones
entre los distintivos grupos microbianos en las infecciones (es decir, rojo, verde, naranja,
naranja secundario, purpura o amarillo de acuerdo a la clasificacion de la piramide de
Socranscky) (Figura 1) (10). Entre los diferentes complejos, el rojo del complejo
bacteriano, que incluye Treponema denticola, Tannerella forsythia y Porphyromonas

gingivalis, ha sido reconocido como un complejo “relacionado con la enfermedad” (11).
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C. gracilis
C. rectus

C. showae
P. gingivalis E. nodatum
B. forsythus F. nucleatum
T. denticola P. micros

P. nigrescens
S. costellatus

S. mitis

S. oralis

S. sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii

S. intermedius
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E. corrodens

C. gingivalis

- C. sputigena
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A. odontolyticus { ' C. concisus
A. actino a

Figura 5, Piramide de Socranscky (9)

Muestra la pirdmide que inicia desde la base hasta llegar al vértice, donde estan las bacterias
mas patégenas (relacionadas a la enfermedad periodontal).

En particular, su elevada prevalencia se ha asociado con el desarrollo de sintomas
y la movilidad de los dientes correlaciondndolo con los niveles de lipopolisacéaridos (LPS),
también conocidos como endotoxinas. Dicha molécula se libera durante la multiplicacion
bacteriana y la muerte celular. Ademas, los niveles de endotoxinas en las infecciones del
conducto radicular estan directamente relacionados con la gravedad de la destruccion

osea apical (11).

El LPS desafia al sistémica inmunologico que conducto a la patologia pulpar y
perirradicular también juega un papel critico en la funcidén de la papila dental, como la
proliferacion y diferenciacion celular. EI LPS también puede inducir reacciones
inmunopatoldgicas de las células del huésped, incluyendo la liberacion de citoquinas y

mediadores inflamatorios como las prostaglandinas, en especial la prostaglandina E2
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(PGE2), un potente mediador proinflamatorio, se encuentra en cantidades mayores en la

pulpa inflamada y tejidos perirradiculares inflamados (12).

2.3.4 Escherichia coli.

Las endotoxinas presentes en las paredes celulares de las bacterias
gramnegativas se liberan durante su multiplicacion o muerte celular promoviendo varios
efectores bioldgicos que conducen a la inflamacion, las reacciones inmunoldgicas y las
reabsorciones periapicales. Estas sustancias son capaces de penetrar y difundirse hacia
los tabulos dentinarios alcanzando el cemento en un periodo de 24 horas (Figura 5) (13).
Aungue algunos estudios han especulado que un conducto radicular mas grande
contiene niveles mas altos de bacterias y una mayor diversidad de especies bacterianas
debido a los nutrientes disponibles en el entorno del conducto y la sinergia entre las
especies bacterianas, en el que el metabolismo resultante sirve como nutrientes para

cada especie (11).

“1 LTA S

Figura 6 Célula bacteriana y sus
Cytoplasmic \ ‘P componentes estructurales que pueden

membrane Cell wall PG —+$

Flagaliinn actuar como factores de virulencia.

Gram-positive

A la derecha: un esquema detallado de las
paredes celulares bacterianas de bacterias
grampositivas y  gramnegativas. CM,

OMP

membrana citoplasmética; LPS,
r lipopolisacarido (endotoxina); LPtn,
) WS .-.o y " . , . ;. . . . .
Exopolysaccharide | Plasmids -1 lipoproteinas; LTA, acido lipoteicoico; OM,
(capsule)  Fimbriae SRR membrana externa; OMP, proteina de

peptidoglicano (14)

11



II. INTRODUCCION

Las endotoxinas liberadas pueden contribuir a un aumento de neurotransmisores y
sustancias vasoactivas alrededor de los haces nerviosos en la region de lesiones
periapicales inflamadas teniendo una correlacion en los signos y sintomas clinicos tales
como dolor a la percusion y palpaciéon (11). Por lo tanto, durante la terapia pulpar, la
seleccion de las sustancias quimicas de los agentes irrigantes y la medicacion

intraconducto debe basarse en su accidén contra microorganismos y las endotoxinas (13).

En particular Escherichia coli (E. coli) es una parte natural del microbioma del hombre y
otros animales de sangre caliente, alberca en el colon como parte de la flora comensal
gue vive en una relacién simbiética con el huésped. Por lo tanto, los animales forman un
reservorio potencial de E. coli patégena. Estos microorganismos causan una amplia
variedad de infecciones intestinales y extraintestinales. Es el agente mas comun de
infeccion del tracto urinario y bacteriemia por gramnegativos, asociada con infecciones

tanto de inicio comunitario como relacionadas con la atenciébn médica (15).

Figura 7 Micrografias electronicas de barrido que muestran cepas de
microorganismos (Pseudomonas aeruginosa, E. Coli y Staphylococcus spp.) (23).
(a) en la pared del conducto radicular de la raiz (b) y dentro de los tubulos dentinarios.

12
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Aunque la E. coli no se encuentra comiunmente en conductos radiculares con pulpa
necrotica, algunos estudios encontraron E. coli en conductos radiculares con lesiones
periapicales. Su endotoxina presenta la estructura bésica del componente lipidico, que
representa el centro activo responsable de la toxicidad de los lipopolisacaridos (LPS); E.
coli penetra mucho menos en los tubulos dentinarios que otras especies (Figura 6). Es
posible que esto cuente con su susceptibilidad a los agentes irrigantes (16). Numerosos
estudios se han centrado en la capacidad de los irrigantes endodonticos para eliminar
los LPS de los conductos radiculares infectados, junto con la accibn mecanica de los

instrumentos endodénticos y la dinAmica del irrigante (17).

2.3.5 Enterococcus faecalis.

La colonizacion humana por enterococos se inicia inmediatamente al nacer a través
de la inoculacion gastrointestinal de fuentes maternas, la dieta y el medio ambiente (18).
De las especies de Enterococcus, Enterococcus faecalis es la especie mas comunmente
aislada o detectada en infecciones orales (19). E. faecalis representa una porcion
significativa de esta poblacién enterococica tempranay sigue siendo un miembro estable
de la comunidad durante toda la vida. En el tracto gastrointestinal, los enterococos estan
presentes en el lumen, asi como nichos mas especializados en la capa epitelial de moco,
de gran complejidad fisica y en las criptas epiteliales del intestino delgado (18). Ademas,
es un coco no formador de esporas, fermentativo, anaerobio facultativo y grampositivo.
Las células de E. faecalis son ovoides de 0.5 a 1mm de diametro. Se presentan solas,
en parejas o0 en cadenas cortas, y con frecuencia son alargadas en la direccion de la

cadena (19).
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En particular, se observo una elevada proporcion de E. faecalis en los casos con
periodontitis apical persistente, las infecciones mixtas son més frecuentes que los
aislados de un solo organismos. Ademas, la gran variedad de organismos encontrados
en los conductos radiculares puede estar parcialmente relacionada con los principales
intereses y técnicas de cultivo de los diferentes investigadores (6). E. faecalis es un
patdgeno oportunista y una de las principales causas de infecciones nosocomiales,
aislada con frecuencia en los conductos radiculares sometidos a retratamiento, aunque
en un nuamero bajo como proporcion de la carga bacteriana global (20). Las
investigaciones de Damien K, Ling Ning, et al, han demostrado que en casos de
infecciones radiculares secundarias la prevalencia de E. faecalis puede alcanzar valores
de hasta el 70%. También se sabe que el E. faecalis es bastante insensible a muchos
desinfectantes que se aplican habitualmente durante el tratamiento antiséptico del
conducto radicular, entre los que se incluyen la clorhexidina, hipoclorito de sodio e
hidroxido de calcio (21). Las infecciones por enterococos asociadas a biopeliculas
pueden ser especialmente dificiles de tratar debido a su mayor tolerancia a los
antimicrobianos y a la eliminacion inmunitaria debido a que pueden sobrevivir en

monocultivo (Figura 7) (18).
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Figura 8, Imagen SEM de la pared del conducto de un premolar humano monoinfectado
con E. faecalis (7).

Se obtuvo del caldo de soja triptico durate 2 semanas. Obsérvense los agregados celulares y la
entrada de las bacterias en los tibulos dentinarios. Aumento original 20.000X.

E. faecalis tiene la capacidad de formar biopeliculas en diferentes sustratos,
Kishen et al; destacaron la secuencia de acontecimientos en la interaccion de biopelicula
de E. faecalis con un sustrato de dentina, formo primero una biopelicula en la dentina del
conducto radicular y luego indujo la disolucién de la fraccion mineral de la dentina. La
capacidad de E. faecalis para formar biopeliculas puede ser un factor que contribuye a

su persistencia después de los tratamientos de conductos (Figura 8) (22).
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Figura 9 Micrografias electronicas de barrido representativas de E. faecalis (22).

Adherida a (A) superficies de dentina no instrumentada y (C) dentina instrumentada; medicion
del ndmero de bacterias utilizando imagen-pro plus en (B) superficies de dentina no
instrumentadas y D instrumentadas.

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA.

Las biopeliculas microbianas en el conducto radicular son muy resistentes a los
agentes desinfectantes utilizados en el tratamiento de conductos radicular y las
biopeliculas multiespecificas amplifican la dificultad de erradicar las biomasas
microbianas (Figura 9) (6). En contraste con las pruebas de alto nivel relacionadas con
el efecto de la irrigacion sobre el éxito, existe una amplia literatura, que ha investigado el
efecto de la irrigacién para el resultado del tratamiento endodontico. Ademas, estos
estudios demuestran que la irrigacion es un tema complejo. Para ello, es conveniente
comenzar con la pregunta “4 Qué elementos determinan una irrigacion eficaz?”. El primer
paso es considerar los objetivos del riego y las propiedades de un irrigante ideal, en

relacion con los efectos quimicos y mecanicos, ya que son estos son los efectores que
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limpian y desinfectan los conductos radiculares, asi como conocer la complejidad del

sistema de conductos (2).

. -
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Figura 10 Comparacién de imagenes ESEM (microscopia electrénica de barrido
ambiental) y SEM (microscopia electrénica de barrido) (12).

(b) que demuestra las diferencias de resolucion. (a) Especies de Fusobacterium nucleatum
(flechas) en cultivo mixto con E. faecalis; (b) colonias de F. nucleatum y E. faecalis. Ambas
especies pueden distinguirse claramente (5000, Fe-CSEM).

De acuerdo a los procedimientos quimio — mecanicos desempefian un papel
fundamental en la eliminacién o reduccion de las poblaciones bacterianas del conducto
radicular principal, pero los efectos desinfectantes de los instrumentos y los irrigantes
pueden verse algo dificultados en los casos de anatomia compleja y de resistencia del

Biofilm microbiano (Figura 10) (23).
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Figura 11 Dientes necr6ticos de una periodontitis apical inducida experimentalmente en
un modelo animal (23).

La muestra se tifio con el colorante naranja de acridina; el ARN microbiano suele tefirse de
rojo/naranja. (a) Vista panoramica del contenido del conducto radicular que muestra una gran
masa de tejido necrético y estructuras organicas adheridas a las paredes del conducto radicular
(flechas). (b) Ampliacién de la dentina mostrando una densa infeccion dentro de los tabulos
dentinarios. (c) Interfaz Biofilm/dentina. Una compleja estructura amorfa microbiana fuertemente
teflida adherida a la pared del conducto radicular (cuadrado). (c) Ampliacion de la interfaz
Biofilm/dentina (mostrada en b) que revela células microbianas que invaden la predentina y varios
tubulos dentinarios (flechas).

Por lo tanto, un conocimiento de la morfologia del conducto y sus variaciones en
todos los grupos de dientes es un requisito basico para el éxito de la terapia endoddntica.
El concepto de un “Unico” conducto radicular con un “Unico” foramen apical es erréneo.
El espacio del conducto radicular es a menudo complejo, con conductos que se dividen
y vuelven a unirse, istmos, aletas, anastomosis y conductos accesorios, asi como deltas
apicales. Por esta razon, se le ha denominado sistema de conductos. La complejidad del

sistema de conductos ha sido demostrada por varios autores desde el siglo XIX por
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Carabelli, que proporcion6 una descripcion exhaustiva del numero y ubicacion de los

conductos radiculares (Figura 11) (23).

Root Canal System
Pulp Chamber

Root Canals

)

Figura 12 Anatomia del conducto radicular (23).

(a) El sistema de conductos radiculares se divide en la camara pulpar, situada en la corona
anatémica del diente, y los conductos radiculares, dentro de la raiz. (b) Otros puntos de referencia
anatémicos son los cuernos pulpares (1), el techo pulpar (2), el suelo pulpar (3), el orificio del
conducto (4), el apice anatémico (5), la furcacion (6), el foramen apical (7), los foramenes
accesorios (8) y las furcaciones de los conductos (flechas c y d).

Sin embargo, ninguna cumple todos los requisitos necesarios para ser considerada
un irrigante ideal, en los cuales los principales requisitos incluyen un amplio espectro
antibacteriano, la disoluciéon de restos de tejido pulpar vital y necroético, y evitar la
formacion de una capa de barrillo dentinario durante la preparacion mecanica (o la

disolucién cuando se forme). Sin embargo, cada solucion tiene propiedades Unicas (3).

Es importante mencionar que la razbn mas comun para el fracaso de los
tratamientos de endodoncia, es la persistencia de bacterias patdgenas dentro de los

conductos radiculares; ya sea, que permanezcan en el espacio del conducto radicular
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después del tratamiento o que vuelvan a colonizar el sistema de conducto, por ello, ni la
irrigacion, ni los medicamentos intraconductos actuales pueden dejar los conductos
radiculares completamente libre de bacterias, por lo tanto, el descubrimiento de nuevos
agentes de irrigacion con antimicrobianas mejoradas podrian beneficial tanto al pacientes

como al clinico (24).

2.5 SOLUCIONES IRRIGANTES.

Las soluciones irrigantes también son importantes porque podrian influir en las
propiedades mecénicas de la estructura dental, asi como ayudar a la limpieza del
conducto radicular. Algunos estudios han identificado una relacion entre los defectos
mecanicos de la estructura dental, como la reduccion de la micro dureza de la dentina
radicular o un aumento de la incidencia de la fractura vertical con las soluciones quimicas,
tales como la alta capacidad de eliminacion de la capa de barrillo dentinario y el tiempo

de exposicion de la dentina a las soluciones irrigantes (3).

Historicamente, se han sugerido innumerables compuestos en soluciéon acuosa
como irrigantes del conducto radicular, incluyendo sustancias inertes como cloruro de
sodio (solucion salina) o biocinas altamente toxicos y alergénicos como el formaldehido.
Basandonos en los conocimientos anteriores, parece evidente que los irrigantes del

conducto radicular idealmente deberian presentar las siguientes caracteristicas (8):

e Tener amplio espectro antimicrobiano y una alta eficacia contra los
microorganismos anaerobios y facultativos organizados en biofilms.
e Disolver los restos de tejido pulpar necratico.

e |nactivar la endotoxina.
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e Impedir la formacion de una capa de barrillo durante la instrumentacion o disolver

esta ultima vez que se ha formado.

Ademas, como los irrigantes endodonticos entran en contacto con los tejidos
vitales, deben ser sistémicamente no toxicos, no causticos para los tejidos periodontales

y tener poco potencial para causar una reaccion anafilactica (8).

Aunque el yodo es menos citotdxico e irritante para los tejidos vitales que el
hipoclorito de sodio y la clorhexidina, tiene un riesgo mayor de provocar una reaccion
alérgica. Los mismo ocurre con los compuestos de amonio cuaternario. Las
sensibilidades al hipoclorito de sodio y la clorhexidina son raras. A pesar de su uso
omnipresente solo se han descrito unos pocos casos de reacciones alérgicas al
hipoclorito de sodio utilizandolo en los conductos radiculares. De todas las sustancias
utilizadas actualmente, el hipoclorito de sodio parece ser el mas idoneo, ya que cubre

mas requisitos para el irrigante endodoéntico que cualquier otro compuesto conocido (8).

La limpieza y la conformacion son pasos importantes e interdependientes en el
tratamiento de conducto radicular y requiere de un protocolo de irrigacion adecuado para
cualquier caso, el cual va descrito de la siguiente manera: irrigar utilizando cantidades
copiosas de hipoclorito de sodio, activar el irrigante, lavar con agua bidestilada,
seleccionar la solucién de irrigacion para el manejo de la capa de barillo dentinario y por

ultimo la irrigacion final nuevamente con agua bidestilada (25).
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2.5.1 HIPOCLORITO DE SODIO.

La investigacion y la experiencia clinica han demostrado que el hipoclorito de sodio
(NaOClI) tiene varias propiedades que contribuyen a un desbridamiento quimio-mecanico
eficaz de un sistema de conductos radiculares. Actla como lubricante para la
instrumentacion y puede eliminar los microorganismos del conducto radicular. Es un
agente antimicrobiano eficaz para desintoxicar el sistema de conductos radiculares (26).
Ademas, tiene la capacidad Unica de disolver el tejido necrético y los componentes
orgéanicos del barrillo dentinario. Elimina los patdgenos endodoénticos sésiles organizados
en biopeliculas y en los tubulos dentinarios tal como la clorhexidina o el yodo a una

concentracion comparable (8).

El cloro es uno de los elementos mas ampliamente distribuidos en la tierra. No se
encuentra en estado libre en la naturaleza, sino que existe en combinacién con sodio,
potasio, calcio y magnesio (8). El uso de estos agentes oxidantes fuertes como irrigantes
del conducto radicular tiene una larga tradicibn en odontologia. Contiene agentes
blanqueadores por lo que, en teoria, presenta un potencial de eliminar los discos que se
encuentran en los conductos radiculares y es capaz de la decoloracion de los dientes

durante el tratamiento de conductos debido a que el hipoclorito es estable a pH alto (27)

El hipoclorito de potasio fue la primera solucién acuosa de cloro producida
guimicamente inventada en Francia por Berthollet (1748 — 1822). A partir de finales del
siglo XVIII, esta solucién fue producida industrialmente por Percy Javel, cerca de Paris,
de ahi el nombre de “Agua de Javel”’. En primer lugar, las soluciones de hipoclorito se

utilizaban como agentes blanqueadores. Posteriormente el NaOCI fue recomendado por
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Labarraque (1777 — 1850) para prevenir la fiebre infantil y otras enfermedades
infecciosas. Basandose en los estudios de laboratorio controlados de Koch y Pasteur (8).
El quimico Henry Drysdale Dakin y el cirujano Alexis Carrel informaron el uso de una
solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% para la irrigacion de las heridas de los soldados
en la Primera Guerra Mundial. Walker, de esta forma se nombr6 a la concentracion de
0.5% “Dakin” y se investigd distintas concentraciones eficaces contra el tejido necrotico
infectado (28). Ademas, su amplio espectro, la eficacia de eliminacion inespecifica de
todos los microbios, los preparados de hipoclorito son esporicidas, viricidas y muestran

efectos de disolucidn tisular mucho mayores en los tejidos necroticos que en los vitales
(8).

En 1936 se descubri6é que una solucion de sosa clorada era un buen disolvente de
material organico. Grossman y Meiman, realizaron los primeros experimentos que
demostraron la accion disolvente de una solucion de sosa clorada en el tejido fresco de
la pulpa. Fue hasta 1920 cuando se impulsé el uso de hipoclorito sédico acuoso en
endodoncia como principal irrigante. Ha habido mucha controversia sobre la
concentracion de las soluciones de hipoclorito que deben utilizarse en endodoncia. Como
la solucion original de hipoclorito de sodio al 0.5% de Dakin, se supuso que en el area
confinada de un sistema de conductos radiculares se deberian utilizar concentraciones
mas altas, ya que serian mas eficaces que la solucion de Dakin (8). Muchos
endodoncistas utilizan el NaOCI en solucion al 5% como irrigante. Sin embargo, algunos

clinicos prefieres soluciones mas diluidas (28).
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La eficacia antibacteriana y la capacidad de disolucion de los tejidos del hipoclorito
acuoso estan en funcion de su concentracién, pero también lo esta su toxicidad. Al
parecer, la mayoria de los profesionales en endodoncia utilizan hipoclorito de sodio al

5.25% de potencial total, tal como se vende en forma comercial (8).

Se ha informado de irritaciones graves cuando estas soluciones concentradas se
introducen inadvertidamente en los tejidos periapicales durante la irrigacién o se filtran a
través del dique de goma. Ademas, una solucion al 5.25% disminuye significativamente
el modulo eléstico y la resistencia a la flexion de la dentina en comparacién con la
solucion salina fisiologica, mientras que una solucion al 0.5% no lo hace. Esto se debe
probablemente por la accion proteolitica del hipoclorito concentrado sobre la matriz de
colageno de la dentina. Por otra parte, la reduccion del microbiota intraconducto no es

mayor cuando se utiliza NaOCI al 5% como irrigante en comparacion con el 0.5% (8).

Un estudio realizado por Maud Guivarc’b et al., acerca de los accidentes por
hipoclorito de sodio, demostraron que la descripcion de los sintomas después de la
extrusion de hipoclorito era aguda y de inicio repentino (Figura 12). El dolor severo fue
casi sistematico a pesar de que los pacientes estaban anestesiados. Se informo
hemorragia profusa a través del conducto radicular en un tercio de los casos. La
hinchazén se produjo en casi todos los casos, apareciendo desde unos minutos hasta
unas horas después del accidente. La hinchazén generalmente era grande y difusa
(similar a la celulitis), y se extendia intraoral y extraoralmente mucho mas alla del sitio
del diente afectado. Cuando estas extrusiones involucran el seno maxilar, el efecto

inmediato indicd un cuadro clinico diferente. En lugar de un dolor agudo, los primeros
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signos fueron irrigacion que fluia de las fosas nasales junto con el sabor del NaOCI en la
garganta. Por lo general, se present6 una sensacion de ardor en el seno maxilar en lugar
de dolor intenso, con poco o ningun sangrado del conducto y sin evidencia de inflamacion
inmediata. Esta extrusion también puede provocar epistaxis y congestion sinusal debido
a que no fue extruido en un espacio cerrado, lo que permitié su evacuacion, limitando asi

el tiempo de contacto (29).

Figura 13 Accidente por hipoclorito de sodio (30).

(a) Muestra el caso de una paciente femenina de 14 afios de edad con hinchazén de la mejilla
izquierda y equimosis difusa en la casa. (b) Segundo caso de un paciente masculino de 13 afios
de edad con una marca de necrosis tisular, ulceracion y equimosis difusa.

De acuerdo a las grandes desventajas por el NaOCI, el aumento de las cepas
resistentes a los antibioticos y los efectos secundarios causados por los medicamentos

sintéticos han impulsado a los investigadores a buscar alternativas a base de plantas.
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Recientemente, Murray et al, evaluaron el jugo de Moringa citrifolia junto con el EDTA
como posible alternativa al NaOCI (31). Un estudio reciente informd que el NaOCI era
capaz de erradicar la biopelicula de E. faecalis después de 1 minuto a una concentracion
de 0.00625%, cultivando el microrganismo en un dispositivo de formacion de Biofilm de
Calgary, sin embargo, la misma concentraciéon no puede ser eficaz en la biopelicula

formada en el sustrato dental (31).

2.5.2 ALTERNATIVA HERBOLARIA.

Triphala es una férmula ayuverdica india (medicina tradicional y alternativa) que
consiste en frutos secos y pulverizados de tres plantas medicinales Terminalia bellerica,
Terminalia chebula y Emblica officinalis y polifenoles de té verde (GTP), el potencial
curativo de las plantas es una idea antigua, pero en los ultimos tiempos ha adquirido un
renovado interés e importancia, asi como lo es el tripala y el GTP demostrando ser
seguras y contienen componentes activos que tienen efectos beneficiosos para la salud
(31). Sakanaka et al, ha informado que los extractos de té verde japones tienen una
accién antibacteriana contra el Streptococcus mutans ademas se han informado
recientemente de que tienen una accion antibacteriana contra diversas bacterias que
habitan en los intestinos, bacterias de los conductos radiculares infectados, y los
anaerobios obligados, sin embargo, hay pocos informes sobre la accion antibacteriana

del té verde contra los anaerobios obligados (32).

El té verde se deriva de la planta autéctona Camellia sinesis y ha sido ampliamente
estudiada por sus efectos beneficiosos sobre la salud general y bucodental, teniendo

gran poder antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno, antihipertensiva y
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regenerativa. Los principales componentes del té verde elaborado son los polifenoles, de
los cuales el epigalocatequina-3-galato (EGCG) es el mas abundante y biolégicamente
activo. Se cree que las propiedades antioxidantes y de eliminacién de radicales libres de
la EGCG son las principales responsables del efecto protector del consumo del té contra
los riesgos de cancer, la degradacion neuronal y las enfermedades coronarias. Aunque
también se sabe que el EGCG tiene propiedades antiinflamatorias (33). Ademas
Nishiyama y Kozaki informo que él té verde presenta polifenoles como lo es la catequina
teniendo gran poder antibacteriano contra bacterias lacticas y sugirieron que algun tipo
de polifenol estaba implicando la inhibicion del crecimiento bacteriano (32). Asi mismo Ji
Young Hwang et al., informa que el extracto de té verde posee una actividad la prolongar
la supervivencia de los aloinjertos y es posible utilizarlo como medio de almacenamiento
para mantener la viabilidad de las células del ligamento periodontal en dientes

avulsionados (34).

Figura 14 Imagenes microscopicas
representativas de lareaccién del
tejido subcutaneo de los ratones (29).

Todas las formulaciones probadas (Grupo
1, pasta Calen — control; grupo 2, EGCG
0.12mg — 1 H20; grupo 3, EGCG 0-12mg
— 1 PEG 400; grupo 4, EGCG 1 PEG 400
1.25mg/mL; grupo 5, EGCG 1 PEG 400 —
5mg/mL; grupo 6, EGCG 1 PEG 400 -
10mg/mL; grupo 7, EGCG 1 PEG 400 —
20mg/mL) en diferentes  periodos
experimentales a los 7, 21 y 63 dias. Esta
vista, de 21 dias, muestra la angiogénesis,
la infiltracion de algunos neutrofilos vy
células mononucleares y la formacion de
fibras en la regién del tubo de polietileno
implantado. T. tubo de polietileno reaién:
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El uso local y sistémico del EGCG ya se ha sugerido para la prevencion y
tratamiento de la enfermedad periodontal y en la reduccion de la perdida de hueso
alveolar inducida por la endotoxina bacteriana. El EGCG promueve la regeneracién del
hueso alveolar y la conservacion de los dientes avulsionados tras un traumatismo al
mantener la vitalidad de las células del ligamento periodontal. Un estudio previamente
realizado informa sobre el uso sistémico de EGCG en ratones (Figl13), proporciona una
marcada reduccion de la extensién y la gravedad de las lesiones periapicales en dientes
con necrosis pulpar cuando se utiliza como solucién de irrigante, presentando una accion
antimicrobiana contra patdégenos endodonticos, ademas de evaluar la lesion periapical

inducida experimentalmente en dientes de perros (Figura 14) (35).

Figura 15 Fotomicrografias representativas de
las regiones apicales y periapical de perros
(35).

A 120 dias después del tratamiento endodoéntico
con pasta a base de EGCG (PEG 400) observado
bajo (A) microscopia de luz convencional y (B)
fluorescencia; tratamiento endoddntico con aposito
intraconducto con EGCG y agua observado bajo
(C) microscopia de luz convencional y (D)
fluorescencia; tratamiento endodéntico con aposito
intraconducto con pasta de hidréxido de calcio bajo
(E) microscopia de luz convencional y (F)
fluorescencia; y tratamiento endodontico de sesion
Unica observado bajo (G) microscopia de luz
convencional y (H) fluorescencia.
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El EGCG puede aumentar significativamente la fuerza de adhesion del cemento a
las paredes del conducto radicular, este beneficio se consigue gracias a su accion
antioxidante neutralizando el hipoclorito de sodio residual y el oxigeno e inhibiendo la

actividad proteolitica de las metaloproteinasas de la matriz (35).

2.6 ANTECEDENTES DE ALTERNATIVAS HERBOLARIAS.

Se han implementado diversas alternativas herbolarias para el uso de irrigantes
en la endodoncia como la curcumina utilizada en el estudio por Jualian M. Sotomil et al.,

en el afo 2019.

Andiara et al. En el afio 2021 utilizaron el epigalocatequina-3-galato para estudiar la
formulacion como uso endodoéntico evaluando sus propiedades fisicoquimicas y
biolégicas, el cual obtuvieron como resultado que la caracterizacion fisicoquimica
realizada bajo espectrofotometria ultravioleta visible mostré6 que las propiedades
permanecian inalteradas en funcion al pH acido, no mostraban necrosis tisular cuando

lo exponian algun tejido, edema o vascularizacion (35).

Marina Moscardini et al. En el afio 2020, realizé un estudio para evaluar la eficacia
de la té verde y su extracto, EGCG, en la reduccion del microbiota criogénica en nifios
en un ensayo aleatorio, teniendo como resultado una reduccion significativa del 79%, por
lo que concluye que él té verde y su extracto podrian utilizarse como alternativas a los

enjuagues bucales a base de clorhexidina (36).
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Xin xu et al. En su estudio que lleva como nombre el galato epigalocatequina de la
catequina del te suprime los factores de virulencia criogénicos de Streptococcus mutans
concluyo que los efectos antimicrobianos contra los enterococos orales se atribuya

principalmente al dafio irreversible de la membrana citoplasmatica microbiana (37).

Un estudio realizado por Suruchi Thawre et al., en el afio 2020, realizaron un
estudio que tuvo como objetivo evaluar y comparar la eficacia antimicrobiana del aceite
de arbol de té, nisina y el hidroxido de calcio contra la E. faecalis, preparandolos en
medios en placas de agar Typtic Soya, teniendo como resultado que el aceite de arbol
de té mostro una fuerte actividad antimicrobiana, seguida de la nisina y el hidroxido de

calcio teniendo una actividad moderada (Figura 15) (38)

Figura 16 Zonas de inhibicion del aceite de arbol de té, nisina, hidréxido de calcio y
solucidn salina normal contra E. faecalis (38).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a las grandes desventajas que presenta el hipoclorito de sodio como la
incapacidad de eliminar el barrillo dentinario y no presentar biocompatibilidad con los
tejidos vitales, se ha considerado investigar acerca de nuevas alternativas herbolarias,

por lo que nos hace plantearnos las siguientes preguntas.

¢Sera mas efectivo una alternativa herbolaria como agente irrigante en

endodoncia?

¢Frente a qué tipo de bacterias tendria mayor eficacia un irrigante alternativo y el

hipoclorito en distintas concentraciones?
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IV. JUSTIFICACION

En endodoncia se requiere de agentes irrigantes potentes para lograr una
adecuada desinfeccién del conducto radicular, por lo que en la actualidad el agente ideal
ha sido el hipoclorito de sodio (NaOCI) ya que presenta un gran efecto antimicrobiano,
un pH alcalino y puede matar las bacterias en concentraciones entre 0.5% al 5%. Sin
embargo, presenta una gran desventaja como eliminar el barrillo dentinario por lo que
puede inactivar o disminuir la actividad antimicrobiana del mismo, ademas de presentar
una gran actividad toxica para los tejidos periapicales.

Hoy en dia se opta por utilizar recursos mas econdmicos y ecolégicos para el
medio ambiente, por ello, la utilizacion de irrigantes alternativos como lo es el uso de la
herbolaria ha sido una opcién.

El uso de la Tripala se ha utilizado como alternativa ya que presenta propiedades
antibacterianas y antiinflamatorias, asi como el uso del té verde por poseer una gran
actividad antioxidante tanto in vitro como in vivo por la presencia de flavonoides
polifendlicos.

El presente estudio de investigacién ayudard a comprender la relacion de las
distintas concentraciones de hipoclorito y la eficacia que tienen hoy en dia los irrigantes
alternativos frente a las bacterias Escherichia coli y Enterococcus faecalis, en una

situacion in vitro.
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V. HIPOTESIS
V. HIPOTESIS
5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El irrigante a base té verde tiene una capacidad antimicrobiana superior al
hipoclorito de sodio en sus distintas concentraciones; frente a las bacterias Escherichia

coli y Enterococcus faecalis.

5.2. HIPOTESIS NULA

El irrigante a base de té verde no tiene una relevancia antimicrobiana significativa
a diferencia del hipoclorito de sodio en ninguna de sus concentraciones; frente a las

bacterias Escherichia coli y Enterococcus faecalis.

5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA

5.3.1. El irrigante a base de té verde puede ser mas eficaz contra la bacteria Escherichia

coli que contra el Enterococcus faecalis.

5.3.2. Elirrigante a base de té verde puede ser igual de eficaz que el hipoclorito de sodio

al 2.5%.
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de té verde contra cepas de
Escherichia coli y Enterococcus faecalis por el método de microdilucion en comparacién

al hipoclorito de sodio (2.5% y 5.25%).

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.2.1. Comparar la actividad antimicrobiana del hipoclorito de sodio y té verde contra

cepas de E. coliy E. faecalis

6.2.2. Observar que dilucion de té verde es la mas Optima para obtener mayor inhibicién

antimicrobiana.
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VIl. VARIABLES

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTE (VI):

7.1.1. Diluciones del extracto

7.2. VARIABLE DEPENDIENTE (VD):

7.2.1. Extracto de té verde

7.2.1. Actividad antimicrobiana

7.3. OPERACION DE VARIABLES

Utilizando tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron las muestras del extracto de té
verde y NaOCI (5.25% y 2.5%) junto con las bacterias incubandolas en un periodo de 72
horas, posteriormente se utilizé6 una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 100 uL de
la muestra de cada uno de los tubos y se colocaron en el lector de microplaca para medir
la absorbancia a 400 — 700 nm y los datos obtenidos se analizaron estadisticamente

utilizando Analisis de Varianza ANOVA bidireccional.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental in vitro

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Escherichia coli y Enterococcus faecalis

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Se recolecto la muestra de las hojas de té verde (Camellia sinensis) en un periodo
de 8 semanas, se lavaron y colocaron en una bolsa de papel craft para su conservacion
y secado en un lugar seco a temperatura ambiente durante un periodo de 12 semanas
(imagen 1) para después triturarlas en licuadora con vaso de vidrio y obtener el extracto
el cual se prepard en conjunto con alcohol etilico absoluto (Karal, S.A. de C.V.) y se
coloco en el equipo de destilacion para posteriormente pasarlo al equipo de filtracién,
ademas se obtuvo las concentraciones de hipoclorito de sodio al 5.25% (DF, Dentalflux,
Madrid, Espafia) que en base a este se obtuvo la concentracion del hipoclorito de sodio
para preparar una dilucion de al 2.5%. Ademas, se utilizé tubos eppendorf de 1.5 mL
donde se coloco caldo de medio de cultivo (Mueller Hinton), posteriormente se colocaron
las cepas de E. faecalis y E. Coli y extracto de té verde. En un segundo bloque de tubos
eppendorf se afadioé el hipoclorito de sodio al 5.25% y 2.5%, de igual forma se utilizd
peréxido de hidrogeno al 30% estabilizado (Baker Analyzed, J.T. Baker) para la

obtencion del control negativo a los tubos que solo contenian medio de cultivo y cepa.
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Imagen 1, Recolecciéon de la muestra

A: recoleccién de las hojas; B: lavado de las hojas; C: conservacion de las hojas en papel craft;
D: hojas secas a los 10 dias.

8.4. METODOLOGIA

Evaluacion de la actividad antibacteriana (método de microdilucién en caldo)

8.4.1. PREPARACION DEL EXTRACTO

La muestra se peso en una balanza electronica analitica de precision (Explorer,
Pro), obteniendo 44.43 g y se disolvié en 198 mL de alcohol etilico absoluto (Karal, S.A.
de C.V.) por un periodo de 17 horas en agitacion (Imagen 2). Posteriormente se filtré
empleando equipo de filtracion de succion utilizando un filtro de pliegues para eliminacion
de muestra y solo proceder a trabajar con el concentrado (Imagen 3). Dicho concentrado
se coloco en un equipo de destilacion (Vevor, USA) controlando la temperatura de 85 °C

por un periodo de 4 horas (imagen 4). Posteriormente se realizd doble filtracion por
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aspiracion utilizando un filtro de 45um para la eliminacion de residuos y solo obtener el
extracto. Finalmente se obtuvo aproximadamente 6 mL de extracto y se conservo en un

gotero &mbar de 13 mL (imagen 5).

Imagen 2, obtencion del extracto etandlico

Imagen 3, Filtracion de extracto de té verde
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Imagen 4, Proceso de destilacion

Imagen 5, Extracto de té verde
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8.4.2. PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE HIPOCLORITO
DE SODIO

Para la concentracion del hipoclorito de sodio al 5.25% se utilizé6 de la marca
comercial DF Dentalflux (Madrid, Espafia) (imagen 6), se tomo un volumen de 23.81 mL
de hipoclorito de sodio al 5.25% y se agreg6 26.19 mL de agua destilada para obtener la

concentracion de 2.5% siendo un total de 50 mL (imagen 7).
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Imagen 7, Hipoclorito de sodio al 2.5%
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8.4.3. PREPARACION DEL INOCULO

Para preparar el inoculo, las 15 cepas fueron descongeladas, sembradas en medio
TSA (DIFCO, Becton Dickinson and Co., Maryland, USA) e incubadas por un periodo de
18 a 20 horas a 37 °C. Se tomaron 100 uL de cepay se colocé en una microplaca de 96
pozos para medir el porcentaje de absorbancia. La turbidez de la solucion resultante se
ajusté a valor del estandar 0.5 McFarland, lo que equivale a 108 UFC/mL. Ajustada la
turbidez de la suspension bacteriana, en un vial se colocaron 0.1mL de la misma y se
agregaron a 9.9 mL de caldo de Mueller-Hinton estéril para obtener una solucién con 1 x

108 UFC/mL

8.4.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBIDORA
(MIC)

Para la evaluacion de la concentracion minima inhibitoria se realizaron los
experimentos en la campana de flujo laminar (imagen 8) empleando tubos eppendorf con
capacidad de 1.5 mL con fondo en U y tapa. Posteriormente se afiadié a los tubos del |
al VIII volumenes de 500 pL, 400 uL, 300 pL, 200 pL, 100 uL, 50 pL, 25 yL y 10 pL de
extracto de Té Verde respectivamente. En los tubos IX y X se colocd 5.25% y 2.5% de
hipoclorito de sodio. Finalmente se afiadié un volumen de 4 pL de bacteria E coli a cada
tubo, completando el volumen con 900 uL caldo Muller — Hinton. Para la evaluacion con

la cepa E. faecalis se llevé a cabo el mismo procedimiento. (imagen 9).
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Imagen 8, Material en campana de flujo laminar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

SRR

fosecsca sass
e e gyt

000000 CCST OO0

00pL 400pL 300pL Z00pL 10OpL 3SOpL Z5pL 10pL  A=F el Wii=3500pL-3.33
B= £ fecaly  V=300pL - 3%

r. 300 UL periids dehideigens

Imagen 9, Esquema representativo

Los tubos se taparon perfectamente y se incubaron a 37 °C por un periodo minimo de 24
h (imagen 10).
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Imagen 10, Incubacién de las muestras

Posteriormente se centrifugaron los tubos por 10 minutos a una temperatura de 5
°C homogenizando el contenido (imagen 11), posteriormente se colocé 100 uL en una
microplaca de 96 pozos (imagen 12) para medicidén de la concentracion minima inhibitoria

ajustandose a una absorbancia de 400 — 700 nm en el lector de espectroscopia UV-Vis.

Imagen 11, Muestra del precipitado

A: Tubos previamente al centrifugado; B: Tubos centrifugados durante 10 minutos.
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Imagen 12, Colocacion de la muestra en microplaca de 96 pozos

8.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se determino por andlisis estadistico de varianza (ANOVA, por sus siglas en

inglés) bidireccional
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IX. RESULTADOS

IX RESULTADOS

9.1. LECTURA DE LA ABSORBANCIA EN ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Se analizaron tres tipos de irrigantes, dos a base de hipoclorito de sodio en dos
diferentes concentraciones (5.25% y 2.5%) y uno como alternativa herbolaria a base de
té verde en diferentes diluciones (500 uL, 400 uL, 300 yL, 200 yL, 100 L, 50 L, 25 uL
y 10 L), estos fueron utilizados en una microdilucién en caldo utilizando dos diferentes
cepas bacterianas (E. coli y E. faecalis) en el cual se midié la absorbancia para
determinar la inhibicién bacteriana de las mismas. El sistema Optico para la lectura utiliza
fibras que suministra luz a los pozos de la microplaca que contienen las muestras de las
cepas bacterianas y los irrigantes. La luz emitida por el lector de microplaca pasa por las
muestras y su sistema de deteccion amplifica la luz desde la muestra y determina su
absorbancia. De esta manera al medir la absorbancia de las bacterias se obtienen los
siguientes valores que representaria la inhibicion de las bacterias en cada una de las

muestras (Tabla 1).
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Muestras Solucién Volumen Concentracion
(%) (uL) final (%)
E. coli E. faecalis
Control (-) 0.177 0.195 - - -
. . -0.001 -0.001 5.25 500 1.87
Hipoclorito
0.006 0.007 2.5 500 1.14
0.038 0.006 100 500 35.61
0.028 0.005 80 400 30.67
0.013 0.004 60 300 24.92
, 0.003 -0.001 40 200 18.12
Té Verde
0.006 0.004 20 100 9.96
0.005 0 10 50 5.24
0.006 0.002 5 25 2.69
-0.001 0.005 2 10 1.09
Control (+) 0 0 35 500 12.45

Tabla 1, Resultados de las lecturas de espectros de absorbancia de las microdiluciones

9.2. ANALISIS ESTADISTICO

La prueba de analisis estadistico (ANOVA) nos muestra un resultado significativo,

en el control negativo nos muestra un crecimiento bacteriano con una absorbancia mayor

al 0.15 U.A. , en el control positivo tuvimos de referencia al hipoclorito de sodio en sus

distintas concentraciones (5.25% y 2.5%) ya que la evidencia cientifica nos muestra que

el hipoclorito es el irrigante ideal para todo tratamiento de conductos, a la concentracion

de 5.25% se obtuvo un crecimiento nulo de bacterias y en cuanto a la concentracion al

2.5% se obtuvo una absorbancia del 0.1 U.A. en ambas bacterias.

De acuerdo a la grafica 1, obtenida para la comparacion de los resultados, nos

muestra el control negativo que fue utilizado para observar el crecimiento total de las
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bacterias. En el control positivo utilizado con el hipoclorito de sodio en sus dos
concentraciones (5.25 y 2.5%) se observo el resultado esperado, un nulo crecimiento de
bacterias en la concentracion de 5.25%. En cuanto al extracto de té verde se observa
que presentod inhibicién bacteriana en todas sus concentraciones, sin embargo, se logro
observar que a una baja concentracion del extracto mayor inhibiciéon, fue a una
concentracion del 100% donde se mostré mayor actividad bacteriana para ambas
bacterias siendo mas notorio para E. coli y a una concentracion del 2% presentd una

mayor inhibicion similar al hipoclorito a. 5.25% y en cuanto a la E. faecalis al 40%

presento mayor inhibicion.
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Grafica 1, Comparacion de los resultados
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De acuerdo a las grandes desventajas por el NaOCI, el aumento de las cepas
resistentes a los antibioticos y los efectos secundarios causados por los medicamentos
sintéticos han impulsado a los investigadores a buscar alternativas a base de plantas.
Recientemente, Murray et al, evaluaron el jugo de Moringa citrifolia junto con el EDTA
como posible alternativa al NaOCI (31). Sakanaka et al, ha informado que los extractos
de té verde japones tienen una accién antibacteriana contra el Streptococcus mutans
ademas, se han informado recientemente que tienen una accion antibacteriana contra
diversas bacterias que habitan en los intestinos y bacterias de los conductos radiculares,
Ademas Nishiyama y Kozaki informo que él té verde presenta polifenoles como lo es la
catequina teniendo gran poder antibacteriano contra bacterias lacticas y sugirieron que

algun tipo de polifenol estaba implicando la inhibicion del crecimiento bacteriano (32).

Andiara et al, en el afio 2021 utilizaron el epigalocatequina-3-galato para estudiar
la formulacibn como uso endodoéntico evaluando sus propiedades fisicoquimicas y
biolégicas, el cual obtuvieron como resultado que la caracterizacion fisicoquimica
realizada bajo espectrofotometria ultravioleta visible mostré que las propiedades
permanecian inalteradas en funcion al pH acido, no mostraban necrosis tisular cuando

lo exponian algun tejido, edema o vascularizacion (35).

El presente estudio experimental determiné que un extracto a base de té verde
promueve actividad antimicrobiana mediante el método de microdilucién utilizando una
bacteria gramnegativa como es el caso de la E. coli y una grampositiva como lo es la E.

faecalis mediante una lectura de espectroscopia UV-Vis.

48



X. DISCUSION

Los resultados permitieron determinar que a una baja cantidad del extracto de té
verde promueve mayor actividad antimicrobiana que un alto indice de concentracién, en
este estudio se observo una relevancia significativa del extracto de té verde a una
concentracion > 80%, sin embargo, se aprecia que hubo mayor actividad antimicrobiana
a una dilucién de 10 pL (2%) para E. coli y E. faecalis a una dilucion de 200 uL (40%).
No se observo una diferencia significativa entre los controles 5.25 y 2.5% de NaOCI tal

como se muestra en la gréafica anterior.

De acuerdo a las diferencias en los porcentajes de las concentraciones que se
requiere del extracto del té verde para que exista una inhibicién bacteriana aceptable se
puede deducir que es en base al comportamiento y caracteristicas en cada tipo de
bacteria ya que se utilizé en este estudio una bacteria grampositiva (E. faecalis) donde
su caracteristica principal es la presencia de una sola membrana y una gramnegativa (E.

coli) donde se requiere una doble membrana que rodea el medio extracelular (39).

Con este estudio se pretende dar una alternativa herbolaria para la sustitucion del
uso del hipoclorito de sodio, sin embargo, no cambiar el protocolo de irrigacién en el
tratamiento de conductos el cual de acuerdo a la literatura nos lo indica; irrigar utilizando
cantidades copiosas de hipoclorito de sodio, activar el irrigante, lavar con agua
bidestilada, seleccionar la solucion de irrigacién para el manejo de la capa de barillo

dentinario y por ultimo la irrigacion final nuevamente con agua bidestilada (25).

Debido a los resultados anteriores podemos considerar el uso del extracto
de té verde como irrigante herbolaria y remplazarlo por el uso del NaOCI al 2.5%. Se
requiere de mayor estudios y trabajo a futuro para poder considerar remplazar el NaOCI

al 5.25% ya que este estudio arroja que continta siendo mas eficaz esta concentracion
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y que la actividad antimicrobiana es nula. Esto se presenta debido al mecanismo de
accion del hipoclorito, presenta una reacciébn quimica en contacto con la materia
orgénica, la solucion produce glicerol y jabén (reaccidén de saponificacion) y actia como
disolvente de grasas degradando los &cidos grasos. Ademas, se forma acido hipocloroso
con reduccién del pH y formacion de cloraminas (reaccion de cloraminacion), dafiando
la membrana celular observandose la desnaturalizacion de las proteinas y dafios en el

ADN (40).

50



Xi. CONCLUSIONES

Xl. CONCLUSIONES

El andlisis estadistico nos muestra una diferencia estadisticamente significativa
en la dilucién de 200 pL (40%) para la bacteria E. faecalis y en la dilucion de 10
ML (5%) para la bacteria E. coli.

No existe relevancia significativa entre el hipoclorito al 2.5% y el extracto de té
verde en la bacteria E. faecalis.

Se requiere una dilucion de 200 pL (40%) o menor para una inhibicidén bacteriana
Optima para la E. coli.

El hipoclorito al 5.25% se sigue considerando como la concentracion mas 6ptima

para la inhibicion bacteriana total.
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XIl. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antiadherente del extracto de té verde contra los
microorganismos.

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto de té verde contra el Biofilm en
organos dentarios.

Evaluar la profundidad de penetracion del extracto de té verde en los tabulos
dentinarios.

Evaluar si existe alguna alteracion en las propiedades del extracto de té verde en
una activacién soénica y ultrasonica.

Evaluar si el extracto de té verde posee propiedades descalcificantes.

Evaluar si existe alguna interaccion entre el extracto de té verde con el hipoclorito
de sodio o acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Realizar ensayos para evaluar la citotoxicidad en cultivos celulares.
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