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Resumen

El éxito del tratamiento de conductos depende de un adecuado abordaje, una
correcta instrumentacion, irrigacion y obturacién, con el objetivo primordial de
optimizar la desinfeccidon del sistema de conductos y asi prevenir la reinfeccion.
Hoy en dia una novedosa herramienta para combatir este tipo de padecimientos
es la nanomedicina, especificamente el uso de los péptidos antimicrobianos
(AMPs), de manera concreta en el sistema de conductos radiculares e inducir el

efecto bactericida en los agentes patdégenos.

Cabe mencionar que los AMPs no solo tiene el potencial bactericida, si no que
estos promueven la regeneracion de la pulpa como también estan implicados en el
proceso des-inflamatorio, por lo que conlleva a una recuperacion mas rapida del
paciente. En este trabajo se pretende en capsidar particulas como-virus (VLPS)
con un péptido antimicrobiano especifico que sea capaz de inhibir de manera
prolongada el proceso de infeccion presente en los 6rganos dentarios y a su vez
de manera colateral inducir la regeneracion 6sea en caso de lesiones periapicales,

e inhibir el proceso inflamatorio presente.



INTRODUCCION

Las variaciones anatomicas del sistema de conductos radiculares limita la accion
mecanica de los instrumentos actualmente utilizados en endodoncia, es necesario
la utilizacion de soluciones antimicrobianas para obtener la desinfeccion del
sistema de conductos. Los microorganismos son los principales agentes
etiolégicos implicados en el desarrollo y progresion de la enfermedad pulpar y

periapical del sistema de conductos.1

Desde el afio 1990 Nair y Sjogren recomendaban la desinfeccion mediante
medicacién intraconducto para eliminar los microorganismos residuales
albergados en la complejidad de los conductos radiculares. Por lo tanto el abordar
los tres componentes basicos de la endodoncia como es el desbridamiento
mecanico, la desinfeccion quimica y un apdésito antimicrobiano no logran eliminar
previsiblemente microorganismos de el sistema de conductos radiculares.
Especies bacterianas tales como Enterococcusfaecalis puede evadir los
protocolos actuales y se encuentra comunmente en los casos fracaso de origen

endoddntico.s

En el 2002 Hoen resaltaba que la persistencia de infeccion e inflamacion estan
asociados generalmente cuando no se consiguen los resultados deseados del
tratamiento endodoéntico no quirdrgico deseados por lo tanto se considera que la
causa del fracaso endoddntico es multifactorial. EI manejo y control de procesos
de infeccién en 6rganos dentarios en donde evidentemente existe una fuerte carga
bacteriana se considera complicado el abordarlo con los protocolos de
desinfeccién establecidos en endodoncia, por lo que un alto indice de estos recae

en retratamiento 4

El desarrollo de un agente con actividad antimicrobiana de amplio espectro de
efecto prolongado en la microfloraendododntica y que sea bien tolerado por los
tejidos circundantes, siendo una valiosa adicion al protocolo en el tratamiento de

conductos radiculares.



La investigacién sobre la caries y la enfermedad periodontal ha destacado el

potencial de los péptidos antimicrobianos como agentes terapéuticos eficaces.s

La gran variedad de péptidos antimicrobianos, tanto cationicos como anionicos,
son capaces de presentar un efecto citotéxico, al promover la formacién de poro

en la membrana celular, en las bacterias presentes en los biofilms endoddnticos.s

Actualmente se conoce que mas del 70 % de casos clinicos asociados a
infecciones dentales son resistentes a antibibticos ya existentes. Esta resistencia
generada por las bacterias se debe principalmente a la alteracion del sitio de
accion del antibiético, la inactivacion de los farmacos, o0 cambios durante su
metabolizacion. Los péptidos antimicrobianos sintéticos exhiben un amplio
espectro de actividad antimicrobiana similar a la que ocurre de forma natural, por
lo tanto la resistencia a tales agentes es poco frecuente. Estos péptidos que estan
compuestos aproximadamente de 10-50 aminoacidos y poseen una carga
positiva, en su mayoria, 0 negativa se agrupan como AMPs. La razon por la cual
poseen carga positiva se debe a la presencia de grandes cantidades de residuos
de lisina y arginina. Los AMPs sintéticos también ofrecen la flexibilidad para la
inclusion de aminoacidos no naturales tales como a, B didehidrofenilalanina
(APhe), D-aminoéacidos, &cido aminoisobutirico (Aib), aminoacidos N-metilado
durante la sintesis y tales modificaciones conducen a una mejor estabilidad de
estos péptidos hacia la protedlisis. Se ha comprobado que los AMPs con
aminoacidos modificados han mejorado la eficacia antimicrobiana y por tanto su

aplicacion clinica. (s)

Los microorganismos organizados en biofilm evaden la defensa del huésped y
resisten a diversos agentes antimicrobianos. Por lo tanto, la busqueda de nuevos
agentes que erradiquen a estos microorganismos se le atribuye gran relevancia.
La principal ventaja de los AMPs reside en su mecanismo de accion, el cual es
diferente al de los antibiéticos convencionales y ademas han demostrado un
aumento en la actividad antimicrobiana alterando la integridad de la membrana

bacteriana. ()
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En este trabajo se utilizaron como vector al CCMV y particulas tipo-virus (VLPS)
gue en capsidan al péptido (con actividad antimicrobiana, anti fungica y antiviral),
el cual es capaz de inhibir de manera prolongada el crecimiento de la infeccion
presente en los 6rganos dentarios, a una menor concentracion en un corto periodo
de tiempo, y sin generar mecanismos de resistencia microbiana. A su vez de
manera colateral se comprobd el potencial de los péptidos antimicrobianos en la
regeneracion celular.

11



Antecedentes

La mayor parte del conocimiento sobre la microflora endododntica se basa en
estudios de cultivo. Actualmente el visualizar a un microorganismo bacteriano,
cultivarlo en un medio liquido y analizar su comportamiento, se considera uno de
las técnicas mas utilizadas para el estudio de la patogénesis vy la fisiologia de la
bacteria. La mayoria de los microorganismos se encuentran unidos a la superficie
dentro de un estructurado ecosistema denominado biofilm y no como organismos
flotando libremente. El biofilm o biopelicula se puede definir como una estructura
asociativa de una o varias estirpes bacterianas, embebidas en una matriz
extracelular de polisacaridosauto producida y que se encuentra adherida a una
superficie o sustrato. El biofilm se puede definir también como un ecosistema
bacteriano proliferante y enzimaticamente activo. Los biofilms se unen a
superficies inertes, tanto bioldgicas como sintéticas. Dentro de las biolégicas optan

preferentemente por tejidos necroticos. )

Es de gran importancia resaltar que en la endodoncia actual la forma de vida
bacteriana es mas resistente a los distintos germicidas conocidos, debido a la
agrupacion de las bacterias en biofilm y que se postula como la causa de fracaso

en tratamientos de conductos aparentemente correctos. ()

En el aflo 2008 para Siqueira, los casos de infeccion periapical cronica deben
considerarseal dia de hoy, como causa principal de las infeccionesde tipo

biofilm.g).(9)

En el 2004 Svensater y Bergenholtzconsta, manifestaban que para la formacién
de un biofilm en el conducto radicular se requieren cuatro fases. (10) En la primera
etapa se forma una pelicula adhesiva sobre la dentina promovida por el depésito
de proteinas y otros compuestos derivados de las bacterias en suspension, del
proceso necrosis y/o inflamacion, etc. En la segunda, sobre esa pelicula pegajosa,

se fijan algunas bacterias especificas con capacidad de adhesion, de todas las
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gue estan en suspension. En la tercera, la primera capa de bacterias ya adherida,
segrega mediadores que, por un lado van fijando mas y mas bacterias, de esa
estirpe o de otras, y por otro, va formando la matriz extracelular de polisacérido,
primera barrera defensiva caracteristica del biofilm. En la cuarta y ultima, el biofilm
va madurando y creando sistemas de defensa mas complejos. Al mismo tiempo,

arroja bacterias al exterior que cronifican la respuesta inflamatoria del huésped.

En esta etapa el biofilm se puede consistir en un 15% de bacterias y un 85% de
matriz de polisacéaridos, ademas de contar con mas de 300 capas de bacterias
superpuestas. En cuanto a la supervivencia de un biofilm, se resalta que no es
mas resistente el biofilm compuesto que en solitario, sino aquel que cuanta con
mayor numero de bacterias con capacidad de auto agregarse. A mas tiempo de
evolucion, mas tiempo para mejorar y sofisticar los sistemas de defensa del biofilm
por parte de diferentes estirpes bacterianas. 1)

Incluso, al dia de hoy, se considera a los microbidlogos como un factor de
virulencia como son las bacterias con la capacidad de asociarse en biofilms, es
decir, entre dos estirpes bacterianas distintas que presenten parametros similares,
gue cuentan con permanencia en tejido vivo, capacidad de liberar endotoxinas,
etc., se considera una estirpe mas peligrosa aquella que haya mostrado mas

capacidad para iniciar un biofilm. )

En 2005 George y col. analizaron la estructura del biofilm de E. faecalis
combinando medios ricos y pobres en nutrientes con medios aerébicos Yy

anaerobicos en dientes extraidos.(23)

En sus resultados, exponen que el biofiim mas desarrollado en madurez y
organizacion es el que se da en medio rico y anaerébico, advirtiendo incluso las
estructuras en forma de champifién y canales de agua. @4) En cambio, el medio
rico y aerdbico formaba mas cantidad de biofilm pero de menor organizacion,
aunqgue era el mas proclive a invadir los tubulillos dentinarios en profundidad, esto

quizas se deba a que al aumentar la cantidad de microbios, éstos buscan nuevas
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zonas de colonizacion, huyendo de la masificacion. s

Uno de los eternos debates en Endodoncia es la conveniencia de realizar el
tratamiento de conductos en una o varias citas. Desde luego, la aparicién del
biofilm no ha hecho méas que ampliar el debate hasta este concepto y actualizar la
discusion. El hidréxido de calcio ha sido uno de los productos mas empleados
hasta el momento para asegurar 0 mejorar la limpieza y desinfeccion del sistema
de conductos. EI mecanismo de accion de este compuesto se basa en crear un
ambiente eminentemente alcalino y, por tanto, mas hostil para el crecimiento de la
mayoria de bacterias. Ademas, tiene efecto antibacteriano quimico sobre el
metabolismo celular y capacidad para disolver tejido organico cuando se

encuentra en intimo contacto con él.g, 26)

En el afio 2002 Distel y cols. estudiaron la repercusion del hidroxido de calcio
sobre biofilms de E. faecalis en el interior de conducto radiculares in vitro.
Observaron que el biofilm se forma aun en presencia de hidroxido de calcio, en la
mayoria de los casos, pero que el medicamento ayuda a disminuir las bacterias en
el conducto y, por tanto, ralentizar la formacién de biofilm. 4y Ademas, una vez
establecido el biofilm, el hidroxido de calcio atenda su nivel de organizacion,

impidiendo las formaciones de tipo champifién, pero no lo elimina.

En el 2009 Kayaoglu y cols. publicaron que el E. Faecalis es mas resistente al
hidréxido de calcio cuando sus biofilms se asocian a colageno extraido de la

matriz de la dentina.z)
En el 2008 Siqueira y Récas recomiendan la medicacion intraconducto como

imprescindible y la equiparan en importancia a una adecuada instrumentacion

biomecanica.g)
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Marco teorico

MECANISMOS DE DEFENSA DEL BIOFILM

El biofilm bacteriano se caracteriza principalmente por su gran capacidad de
resistencia. Esta cualidad se ve mas aumentada en el interior del sistema de
conductos ya que, su anatomia proporciona zonas de dificil acceso a los agentes
desinfectantes. Los sistemas de defensa conocidos hasta el momento con los que
cuenta esta entidad infecciosa se resumen a continuacion. La matriz de
polisacaridos supone una barrera fisica y quimica, evitando la penetracion de
agentes externos indeseables, cambios de pH, etc., manteniendo un ambiente
interior adecuado para la supervivencia y es considerado uno de los mecanismos
mas importantes. Un aspecto interesante que se apunta es que este aislamiento
del exterior pero con vias de comunicacion interna fomenta el intercambio de
material genético entre las bacterias que lo forman, favoreciendo las resistencias
y, por tanto, aumentando la capacidad de defensa del biofiim. Las enzimas
producidas por el biofilm, promueven la adhesién a otros sustratos o de otras
bacterias y también actuan inactivando agente quimicos anti infecciosos. (12-14)

En resumen, el biofilm tiene mayor capacidad de defensa que las bacterias en
suspension porque interacciona menos con el medio donde vive y depende menos
de él, ademas de que su tasa de mitosis es mucho menor. (5.17) Las bacterias
aglomeradas que conforman el biofilm no provocan infecciones agudas, sino
cronicas, debido al tipo de metabolismo del mismo y sus caracteristicas, este

concepto lo bautizan como “biofilmlifestyle”. ()

BACTERIAS QUE FORMAN UN BIOFILM

El grupo de organismos implicados en infecciones endoddnticas, ha cambiado
significativamente debido a los avances en los métodos de cultivo y técnicas
moleculares. Anteriormente se creia que las bacterias gram-positivas fueron los
principales habitantes de canales infectados. La mejora de las técnicas de

muestreo que minimizan la contaminacion y el desarrollo de camaras anaerdbicas
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han permitido la identificacion de bacterias anaerobias en cultivos de conductos
radicuares. Las infecciones endodonticas primarias ahora se cree que son de
naturaleza polimicrobiana y dominado por anaerobios obligados, con proporciones
iguales de las especies gram-positivas y gram-negativas. En proyectos de cultivo
realizados predominaron con mas frecuencia Streptococcus, Actinomyces,
Prevotella, Porphyromonas, y un numero limitado de otras especies en los
conductos radiculares infectados ..o

Los tipos bacterianos observados en el biofilm de origen endodontico son,
fundamentalmente, cocos, bacilos y filamentos, aunque ocasionalmente se han
detectado espiroquetas. (1s-20)

Las especies del género Prevotella son muy frecuentes debido a su capacidad
deautoagregarse y coagregarse. Otros autores opinan que el
Fusobacteriumnucleatum es el componente central de muchos de los biofilms en
infecciones odontogénicas, gracias a su enorme capacidad de coagregacion y de
resistencia a biocidas e incluso algunos consideran el F. nucleatum la bacteria
clave o “puente” para el desarrollo del biofiilm. Respecto al estudio del
Enterococcusfaecalis en relacion al biofilm, se ha postulado que la resistencia de
esta bacteria a ser eliminada del interior del conducto, ya sea con instrumentacion,
irrigacion y/o con medicacion intraconducto, se debe a que puede asociarse en
forma de biofilm., 21, 22)

En 2005 George y col. analizaron la estructura del biofiim de E. faecalis
combinando medios ricos y pobres en nutrientes con medios aerdbicos vy
anaeroébicos en dientes extraidos. 23)

En sus resultados, exponen que el biofiilm mas desarrollado en madurez y
organizacion es el que se da en medio rico y anaerébico, advirtiendo incluso las
estructuras en forma de champifién y canales de agua. (24 En cambio, el medio
rico y aerdbico formaba mas cantidad de biofilm pero de menor organizacion,
aungue era el mas proclive a invadir los tubulillos dentinarios en profundidad, esto
quizas se deba a que al aumentar la cantidad de microbios, éstos buscan nuevas
zonas de colonizacién, huyendo de la masificacion. s)

Uno de los eternos debates en Endodoncia es la conveniencia de realizar el
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tratamiento de conductos en una o varias citas. Desde luego, la aparicion del
biofilm no ha hecho mas que ampliar el debate hasta este concepto y actualizar la
discusion. El hidroxido de calcio ha sido uno de los productos mas empleados
hasta el momento para asegurar o mejorar la limpieza y desinfecciéon d

el sistema de conductos. EI mecanismo de accion de este compuesto se basa en
crear un ambiente eminentemente alcalino y, por tanto, mas hostil para el
crecimiento de la mayoria de bacterias. Ademas, tiene efecto antibacteriano
guimico sobre el metabolismo celular y capacidad para disolver tejido organico

cuando se encuentra en intimo contacto conél., 26)

En el afio 2002 Distel y cols. estudiaron la repercusion del hidroxido de calcio
sobre biofilms de E. faecalis en el interior de conducto radiculares in vitro.
Observaron que el biofilm se forma adn en presencia de hidréxido de calcio, en la
mayoria de los casos, pero que el medicamento ayuda a disminuir las bacterias en
el conducto y, por tanto, ralentizar la formacién de biofilm. 4) Ademas, una vez
establecido el biofilm, el hidréxido de calcio atenta su nivel de organizacion,
impidiendo las formaciones de tipo champifion, pero no lo elimina.

En el 2009 Kayaoglu y cols. publicaron que el E. Faecalis es mas resistente al
hidréxido de calcio cuando sus biofilms se asocian a colageno extraido de la
matriz de la dentina.z)

En el 2008 Siqueira y Roéc¢as recomiendan la medicacion intraconducto como
imprescindible y la equiparan en importancia a una adecuada instrumentacion

biomecanica.(g)
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Medicacion intraconducto

La medicacion intraconducto consta del uso interno de un medicamento con el
objetivo de lograr efectos terapéuticos locales y no sistémicos. En endodoncia se
relaciona este método a la aplicacion de antisépticos en el tratamiento de
conductos radiculares infectados; aunque también se emplean antibi6ticos
localmente como alternativa medicamentosa, corticoides para combatir el dolor y
la inflamacion, hidroxido de calcio o pastas alcalinas para reducir o ayudar a

cohibir hemorragias.

Para lograr el éxito desaseado se debe coadyuvar con el uso de irrigantes locales
y quelantes, agentes quimicos de la instrumentacion. Si el tratamiento de
conductos radiculares no se realiza en una sola sesion se recomiendan agentes
antimicrobianos, para la antisepsia del interior del conducto, a fin de evitar el
desarrollo de microorganismos hasta la finalizaciéon del tratamiento El uso de
medicamentos intraconducto, entre citas, ha sido rutina en la practica endoddntica
por muchos afios como coadyuvante en el control de la contaminacion bacteriana:
primero el medicamento puede reducir la flora microbiana por debajo de los
niveles logrados durante la preparacion del conducto, particularmente por penetrar
en areas donde los instrumentos o soluciones irrigadoras no llegan. Segundo, un
agente antimicrobiano al permanecer en el conducto, entre citas, puede prevenir la
reinfeccion del conducto radicular o reducir el riesgo de proliferacién de bacterias
residuales, las cuales pueden alcanzar los mismos niveles que tenian al comienzo

de las sesiones previas. (g, 28)

En 6rganos dentarios con pulpa necrética, la medicacion intraconducto resulta un
coadyuvante valioso en la desinfeccion del sistema de conductos radiculares,
sobre todo en lugares inaccesibles a la instrumentacién. La medicaciéon entre
sesiones en el tratamiento de conducto de dientes infectados esta indicada
cuando se encuentra una anatomia compleja del conducto, en la cual ciertas areas

no son accesibles a la instrumentacion, sobre todo, cuando son dientes con
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necrosis pulpar y lesiones periapicales cronicas en los cuales el sistema de

conductos radiculares esta infectado, para lograr su desinfeccion.

En conductos radiculares infectados, la medicacion intraconducto ha sido indicada

para varios propositos:

o Eliminar cualquier bacteria remanente después de la instrumentacion del
conducto.

e Reducir la inflamacioén de los tejidos periapicales y remanentes pulpares.

« Neutralizar los detritus titulares.

e Actua como una barrera contra la filtracion de la obturacion temporal.

o Previene la reinfeccion del conducto y el aporte de nutrientes a las bacterias
remanentes.

e Control del exudado o hemorragia.

e Control de la resorcion inflamatoria de la raiz, ocasionada por algun
traumatismo dental y que puede estar acompafada de infeccidon y dafo de

los tejidos periapicales.

Por tanto, el objetivo principal de la medicacién intraconducto es reducir la carga
bacteriana, con el propdsito de lograr una asepsia controlada en conductos
radiculares infectados, y su accion es coadyuvante en la limpieza y desinfeccion
del conducto radicular. En este sentido, se plantea que cuando la instrumentacion
biomecanica es combinada con la colocacion de un medicamento por un periodo
de tiempo apropiado antes de la obturacion, las bacterias pueden ser eliminadas
mas efectivamente. La falta de una medicacion intraconducto disminuye el

porcentaje de éxitos en los dientes con conductos infectados. 29
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Medicamentos empleados en la terapia Endodontica

1. Compuestos Fenolicos

El fenol como tal, en cristales o licuados no solo es un pobre antiséptico sino que
es sumamente caustico por lo que no debe emplearse dentro de los conductos
radiculares. Entre los compuestos fendlicos se encuentran: el eugenol, el
paraclorofenol, paraclorofenol alcanforado, la cresatina o acetato de metacresilo,
el cresol, la creosota y el timol. Todos son antisépticos potentes en contacto

directo con las bacterias.

Si bien en la endodoncia ya no se utiliza el fenol por su alto indice de toxicidad-
eficacia, uno de sus derivados, el para-monoclorofenol (PMCP) ha sido muy

utilizado como medicamento intraconducto. (3o
2. Aldehidos

El formaldehido, paraformaldehido o trioximetileno, glutaraldehido y formocresol
han sido ampliamente utilizados en odontologia y en endodoncia. Son agentes
hidrosolubles que desnaturalizan proteinas y se encuentran entre los
desinfectantes mas potentes. Los aldehidos tienen aplicaciones en la desinfeccion
de superficies y equipos que se puedan esterilizar, pero son muy toxicos vy

alergénicos y algunos pueden ser carcinogénicos. (3o
3. Compuestos Halogenados

Son eficaces bactericidas aun en presencia de tejido organico y su toxicidad es
muy baja. Ocasionalmente, pueden provocar reacciones alérgica., Los
compuestos de cloro mas empleados en endodoncia son los hipocloritos debido a

su accion antiséptica y disolvente sobre tejido vital, necrotico y fijado o)
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4. Clorhexidina

Esta sustancia al parecer tiene un gran potencial como medicamento
intraconducto. Su sustantividad, su espectro de actividad relativamente amplio y
su baja toxicidad pueden hacerla muy adecuada para irrigacion y aplicacion de
apositos en endodoncia. Probablemente seria eficaz en concentraciones entre 0.2

y 2%.@3)

El mecanismo antimicrobiano de la clorhexidina se relaciona con su estructura
molecular de bisbiguanida catiénica. La molécula catidénica de la membrana celular
interna cargada negativamente, causa filtracion de componentes intracelulares y
muerte celular. En bajas concentraciones es bacteriostatica. En altas
concentraciones causara la coagulacion y precipitacion del citoplasma y ademas

es bactericida.(2)

Al comparar la actividad antibacteriana de soluciones irrigantes del conducto
radicular en dientes con necrosis y patologias periapicales. Después de cuantificar
las unidades formadoras de colonias, se concluyé que tanto el gluconato de
clorhexidina como el hipoclorito de sodio fueron significativamente efectivos para
reducir los microorganismos en dientes con pulpa necrética, patologia periapical o

ambos, y pueden ser usados exitosamente como una solucidn irrigante. (33)
5. Hidroxido de Calcio

El hidroxido de calcio es utilizado comunmente en el tratamiento de conductos
como medicamento entre citas. Su uso se ha incrementado con respecto a otros
medicamentos tradicionales como los compuestos fendlicos y los aldehidos, que
han declinado en popularidad por un nidmero de buenas razones. Aunque no
existen recomendaciones especificas sobre cuando deberia colocarse hidréxido
de calcio, la indicacion general es en la necrosis pulpar.z4) Introducido por
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Herman, en 1920, el hidroxido de calcio es un polvo blanco, granular, amorfo y
fino, con la formula Ca(OH)2 y un peso molecular de 74,08. Se obtiene por
calcinacion del carbonato calcico y posee marcadas propiedades basicas, como
un pH muy alcalino, aproximadamente de 12.4, lo cual le confiere propiedades
bactericidas. Su densidad es de 2.1, puede disolverse ligeramente en agua y es
insoluble en alcohol con la particularidad de que al aumentar la temperatura

disminuye su solubilidad. ss)

Debido a su baja solubilidad, una gran cantidad de hidroxido de calcio puede ser
compactado dentro del conducto con poco riesgo de irritacion periapical. Posee
una actividad cauterizante y por su consistencia de pasta restringe fisicamente la

formacion de colonias bacterianas en el espacio del conducto.

Ha sido utilizado para una amplia variedad de propdsitos que incluyen protector de
cavidades, recubrimiento pulpar directo e indirecto, pulpotomia vital, medicacién
del conducto radicular entre citas, prevencion de resorcion radicular, reparacion de
perforaciones iatrogénicas, tratamiento de fracturas radiculares horizontales y
como constituyente de selladores del conducto radicular. Tiene la capacidad de
inducir la formacion de tejido duro, causa oclusion intratubular, tieneaccion

antibacteriana y capacidad de disolver tejidos.(e)

Las pastas de hidroxido de calcio actuan como una barrera fisico mecanica que
retarda significativamente la recontaminacion del conducto. Sin embargo, ante la
presencia de fluidos biologicos o tejidos que poseen sustancias buffer, los efectos

antibacterianos pueden llegar a ser limitados.

El hidroxido de calcio se utiliza mezclado con diversos vehiculos que por lo
general no tienen actividad antibacteriana significativa. A estas combinaciones se

les denomind pastas alcalinas por su elevado pH y se caracterizan por:

a) Estar compuestas principalmente por hidréxido de calcio, pero asociado a otras

sustancias para mejorar sus propiedades fisicas o quimicas
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b) No endurecen

c) Se solubilizan y reabsorben en los tejidos vitales, a mayor o menor velocidad

segun el vehiculo con el que estan preparadas

d) Puede prepararlas uno mismo, simplemente adicionando al polvo agua, o bien

utilizarse preparados comerciales

e) En el interior de los conductos se emplean como medicacion temporal.

Con respecto a los cambios de pH que puedan presentarse con los vehiculos
empleados, en el 2003 Solak y Oztan, utilizaron un medidor de pH digital y
evaluaron vehiculos acuosos como agua, en dos soluciones anestésicas y
solucion fisiolégica, determinaron con los resultados que los cuatro vehiculos
demostraron cambios de pH similares que se encuentran entre 11 y 12 Debido
también a su alto pH, el hidréxido de calcio como medicamento intraconducto
actia como un agente efectivo en la remocion de detritos tisulares que
permanecen en las paredes del conducto radicular , es decir, tiene la capacidad de
disolver tejido organico. 37) Esto lo demostré Wadachi en 1998, con los resultados
obtenidos del escaneo con el microscopio electronico, demostraron que el
tratamiento con hidroxido de calcio a corto plazo podia disolver la mayoria del

tejido pulpar sobre la pared del conducto, excepto la predentina. (zs)

Entre las desventajas del hidréxido de calcio se encuentran: la pérdida de efecto
frente a microorganismos especificos del conducto radicular, es dificil de remover
del conducto, y puede disminuir el tiempo de fraguado de los selladores a base de

oxido de zinc eugenol.

En el 2001 Estrela reporto que no hay diferencia significativa en la actividad
antimicrobiana del hidroxido de calcio en combinacidon con diferentes vehiculos
(solucion salina, paramonoclofenol alcanforado, glicolpolietiieno) sobre bacterias
como el Estafilococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomona aeruginosa y

Bacilus subtilis.(zg)
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Bezerra en 1997 demostro que el hidroxido de calcio detoxifica a los
lipopolisacaridos in vivo. La colocacion apropiada del hidréxido de calcio dentro del
sistema del conducto radicular puede influir en su efectividad. Para la colocacion
del hidroxido de calcio, se usan diferentes pistolas, compactadores, instrumentos
endododnticos, o puntas de papel, usualmente léntulos y con menos frecuencia
sistemas de jeringa. Sin embargo, la literatura sefala que una pérdida de la
calidad con secciones del conducto no obturadas, es mas probable que ocurra

usando sistemas de jeringa. o)

En el 2004 Torres y cols. realizaron un estudio in vitro para comparar la efectividad
de tres diferentes técnicas de colocacion de pastas de hidroxido de calcio y el

Iéntulo fue significativamente mejor que las otras técnicas. 4y

En 1993 Nerwich encontrdé que OH se disemina en los tubulosdentinarios y
alcanza la superficie radicular en siete dias, por lo tanto, es necesario para
eliminar las bacterias de los tubulosdentinarios mantener la medicacion por ese
tiempo en los conductos.42) Asimismo, como el Enterococcusfaecalis, conocido
con el microorganismo predominante de un 4-40% de la infecciones endodonticas
puede igualmente penetrar de manera profunda dentro del tabulo dentinario, el
cual puede ser eliminado del conducto radicular si se elimina la mayor parte de la

infeccién intraconducto. (s

Se ha tratado de implementar nuevos agentes antimicrobianospara erradicar la
presencia de estos microorganismos causantes de la infeccion endodontica. Tal es
el caso de los AMPs donde la importancia de estos radica en su mecanismo de
accion, el cual es distinto a los antibioticos convencionales usualmente empleados
en la terapia endodontica, permitiendo la disrupcién de la integridad de la
membrana. Se mencionan hipotesis en donde probablemente los AMPS serian
los mejores agentes antibacterianos previniendo la posibilidad de una re-

infeccionendodontica. s, 43)
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PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Los péptidos antimicrobianos (AMP), son considerados parte importante del
sistema inmune innato, son pequefias moléculas que pueden presentar actividad
antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, y antiviral6l. Por lo general, estas
moléculas estan compuestas de 10 a 50 residuos de aminoacidos, y se disponen
en diferentes grupos dependiendo de la composicion de aminoacidos, asi como su
tamafio y conformacions2.

El grupo mas numeroso corresponde a los péptidos cationicos, que se divide en
tres clasesss. La primera clase estd compuesta por péptidos cationicos lineales a-
helicoidal, como Magainina y cecropinas los cuales son lineales antes de su
interaccién con la membrana celular, en donde adoptan una estructura secundaria
a-helicoidal anfipaticass . La segunda clase comprende a los péptidos catidnicos
enriguecidos en aminoacidos especificos como prolina, arginina, y otros residuos.
Estos péptidos son lineales, aunque algunos se pueden exhibir en espirales
extendidases . La tercera categoria comprende a los péptidos catibnicos que
contienen residuos de cisteina y forman enlaces disulfuro y estables (3-plegadas.
Las defensinas, un ejemplo de esta clase, tienen seis residuos de cisteina y se
dividen de acuerdo a la alineacion de sus puentes disulfuro (a-, B-, y 6-
defensinas)es.

Otros grupos de AMPs se describen como péptidos no catidnicos, péptidos
aniénicos, péptidos aromaticos, y péptidos derivados de proteinas de union a
oxigenoesr. Asi como los péptidos cationicos, los péptidos anionicos (AAMP)
también son una parte importante del sistema inmune innato y se han identificado
en vertebrados, invertebrados y plantassz .Aunque la actividad antibacteriana de
estos péptidos se considera débil, éstos podrian mejorar la actividad de los

péptidos catidnicosss.
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Diferentes estudios revelaron que, ademas de carga péptido (aniénico o catiénico),
otras caracteristicas tales como tamafo, secuencia primaria, conformacion,
estructura, hidrofobicidad, y anfipaticidad podrian ser esenciales para la actividad

antimicrobiana y mecanismo de accidnes.

MECANISMOS DE ACCION

El principal mecanismo de accién de los AMPs radica en la capacidad de causar
dafio a la membrana celular (Fig.1B). Los AMPs pueden interactuar con los
microorganismos a través de las fuerzas electrostaticas entre sus residuos
positivos de aminoacidos y las cargas negativas expuestas en la superficie celular.
Se ha sugerido que la composicion de la superficie celular conduce la
especificidad. En este sentido, la sensibilidad de las células procariotas vy
eucariotas esta directamente relacionada con las diferentes propiedades
fisicoguimicas de los lipidos que se encuentran en ambas membranas
celulareseo,79. En las membranas de mamiferos, los lipidos que se encuentran mas
comunmente en el lado extracelular de la bicapa de fosfolipidos son neutros, tales
como la fosfatidilcolina y esfingomielina. Por otro lado, la membrana de la célula
bacteriana esta compuesta esencialmente por los lipidos cargados negativamente,
tales como fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina, y la fosfatidiletanolamina iénica
bipolar (PE)71.

La carga negativa general que se encuentra en la membrana de las bacterias tiene
un papel importante en la unién de algunos péptidos a estos microorganismos
preferencialmente. Por otra parte, las bacterias Gram-negativas contienen
lipopolisacéridos (LPS) en su membrana externa, y la pared celular de las
bacterias Gram-positivas se enriquece en polisacaridos acidos (teicoico y acidos
teicuronicos). Estas moléculas confieren una carga negativa a la superficie
bacteriana, por lo que fueron seleccionados como objetivos para AMPs
cationicoses.

La interaccion y la accion de los AMPs con sus células diana depende en gran
medida en la superficie celular, asi como en la composicion de aminoacidos de

estos péptidos. Esta idea es apoyada por la alta conservacion de residuos de
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aminoacidos cargados positivamente entre los péptidos presentes en los
diferentes organismos72. Ademas, la estructura secundaria adoptada por el péptido
es esencial para la uniébn a compuestos cargados negativamente en la membrana
diana, tales como fosfolipidos anidnicoszs. Dependiendo de las proporciones de
péptido / lipidos y de afinidad, estas moléculas peptidicas pueden estar orientados
perpendicularmente, lo que permite su insercion en la bicapa lipidica y la

formacion de poros transmembranaes,74.

En los seres humanos, se pueden encontrar pocos AAMPs, y su mecanismo de
accion todavia no esta claro. El LL-37 es uno de los AAMPs humanos mejor
estudiados. La expresion DCD-1L esta restringida a células epiteliales, donde se
expresa constitutivamente en las glandulas sudoriparas endocrinas, secretadas en
el sudor y se transporta a la superficie epidérmica. Este péptido anionico es capaz
de eliminar agentes patégenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli ,
Enterococcus faecalis , Staphylococcus epidermidis , S. Aureus (resistente a
meticilina), Mycobacterium tuberculosis , Pseudomonas putida , Listeria
monocytogenes , Salmonella thyphimurium , y Candida albicans 7s.

El uso de capsides como vectores en terapias biotecnoldgicas.

Los tratamientos habituales para combatir procesos infecciosos asociados a
bacterias y hongos (antibioticos, anti-fungicos, quelantes y agentes quimicos) no
ofrecen ninguna especificidad hacia tejido especificos y parecen haber alcanzado
un tope en su efectividad, debido a la que estos microorganismos en muchos
casos generan resistencias a estos. El desarrollo de nuevas modalidades
terapéuticas, cuya funcion sea el envié dirigido a células infectadas directamente
en funcién a una uUnica molecular blanco, esta evolucionando como una nueva
tendencia en el tratamiento contra procesos infecciosos. Dentro de este contexto,
el concepto de introducir virus modificados, que especificamente se liberen dentro
de los tejidos malignos, proporciona una oportunidad Unica de controlar una gran
variedad de enfermedades, ya sea acarreando moléculas blanco diferente

naturaleza que combatan cierto padecimiento en particular.
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Existe evidencia reciente de casos especificos donde se reporta el uso de virus
como tratamiento en pacientes con cancer, en donde se utilizaron virus de baja
toxicidad para tejidos normales y de alta capacidad oncoldgica para células
cancerigenas, dando como resultado efectos prometedores. Con base a estos
antecedentes se han utilizado una amplia gama de virus como vectores en
terapias génicas, como es el caso de los adenovirus, HSV-1, virus de la influenza,
virus tipo replicon, reovirus, etc. Sin embargo todos estos virus son de origen
animal, y no han sido del todo aceptados, ya que presentan efectos secundarios,
por que son citotoxicos para células malignas pero presentan actividad en menor
medida en células normales. Debido a estas complicaciones hoy en dia muchos
grupos de investigacion han empezado a trabajar con virus de plantas, ya que
estos no presentan efectos citotoxicos en células de mamiferos. El virus del ojo de
vaca moteado clorético CCMV del caupi (CowpeaChloroticMottle Virus), es un
buen modelo de estudio ya que es capaz de encapsidar una gran variedad de
moléculas y es muy estable bajo varias condiciones, asi como es capaz de ser

genéticamente modificado sin comprometer su funcionalidad.(a)
Chitosan como vehiculo de liberacion controlada.

El Chitosan es un biopolimero biolégicamente segura, se ha propuesto como un
polimero bioadhesivo y son de continua interés para nosotros, debido a sus
propiedades Unicas y flexibilidad en un amplio rango de aplicaciones orales

reportados (7, 4s).
Capacidad libre de defensa radical de los hidrogeles preparados.

Cuando se produce una herida, en general se acompafa de sintomas clasicos de
la inflamacién, tales como dolor, enrojecimiento y edema. En la etapa de la
inflamacion, el objetivo principal es la eliminacion de los desechos, el dafio tisular,
y las bacterias por los neutrofilos y los macréfagos. Estas células tienen un papel
en la defensa antimicrobiana y desbridamiento de los tejidos desvitalizados por la

produccion de enzimas proteoliticas y especies reactivas de oxigeno (o).
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La cantidad de Especies reactivas de oxigeno no controlada es la principal causa
de la incapacidad para continuar el proceso de curacion y por lo tanto seria ideal
para utilizar la capacidad antioxidante de los hidrogeles "de disefio" para detectar
y luchar contra el exceso de radicales libres. Esto ha sido examinada usando un
modelo previamente establecido conocido como la reaccion de Fenton bioldgico a

través del cual el HO radical libre se pueden generar en presencia de H202 (so).

Se informé anteriormente que el quitosano en forma de hidrogeles cuenta con
propiedades antioxidantes, ya que estas estructuras cuentan con superficies
reactivas. Se realizaron estudios de Bio- adhesivas con el fin de evaluar la
idoneidad de este material. Se encontr6 que el efecto sinérgico favorable de
radicales libres incorporado en el mecanismo de defensa de los nuevos materiales
funcionales aumenté bioadhesion sostenible y, por tanto, actu6 como material
funcional multidimensional restaurativa con el potencial para aplicarlo en

curaciones de heridas in vitro.

El biomaterial se mantuvo intacta después de 24 dias de inmersién en saliva
artificial. Se pensaba que la estructura microporosa de los geles podria conducir a
altas areas superficiales internas con baja resistencia a la difusion en los geles. El
guitosano puede ser exitosamente incorporado en como material con una" doble
accion restaurativa " capaz de inducir en la herida in vitro una mejorada curacion,
y a suvez si contiene un péptido tal como el LL-37, funciénan como biomateriales
especificos capaces de iniciar una bio- reparacion y bio- adhesion in vitro de una

manera especifica del sitio.
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Pregunta de investigacion

¢Ejerce un efecto antimicrobiano los péptidos en capside en 6rganos dentarios
con necrosis pulpar?
¢Ejerce un efecto regenerativo celular los péptidos antimicrobianos en cultivo

celular?

Justificacion

El desarrollo de los péptidos en capside como terapia biotecnologica permitira
contralar casos de infeccion prologada en érganos dentarios que presentan una
alta carga bacteriana y regeneracion celular, ya que en la actualidad no se ha
demostrado cientificamente el principio activo de los diferentes agentes
empleados como medicacion intraconducto derivando en multiples casos en re
infecciones en el sistema de conductos, resaltando los mdultiples avances en la
endodoncia actual, hablando de irrigantes quimicos y su activacion, dejando un
poco de lado la aplicacion de la medicacion intraconducto como terapia de
eleccion en érganos dentarios con necrosis pulpar. Esta informacion abriria una
ventana de opciones terapéuticas, ya que la utilizacién de una capside no solo se
restringe a la rama endodontica si no a la odontologia en general.
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Hipétesis

Evaluacion del efecto regenerativo celular de péptidos antimicrobianos en cultivo
celular.
Evaluacion del efecto regenerativo celular de péptidos antimicrobianos en

organos dentarios con necrosis pulpar.

Objetivo general

1. Evaluar la capacidad de regenerar tejido celular de los péptidos in vitro.
2. Evaluar el aspecto radiografico inicial de los sujetos con presencia de
necrosis pulpar, a los 14 dias después de haber aplicado la medicacion

intraconducto.

Objetivos especificos

Analizar el efecto antimicrobiano los péptidos en capside en 6rganos dentarios
con necrosis pulpar, en comparacion con el hidréxido de calcio en pasta vy el
protocolo de irrigacién ultrasénica pasiva en los pacientes que acudan a consulta

en el centro de especialidades de UABC (CUPIS) campus Tijuana.
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Metodologia

Disefio del estudio

Es de disefio experimental.

Descripcidn de la poblacion

Poblacion blanco
Pacientes con necrosis pulpar cronica en érganos dentarios #46, #36.
Poblacion de estudio

Pacientes que acudan al CUPIS UABC Tijuana con necrosis pulpar crénica en
organos dentarios #46, #36, durante el periodo 2015-2. y 2016-1

Muestra
La muestra estara conformada por 15 pacientes con presencia de necrosis pulpar:

e 5 pacientes con presencia de necrosis pulpar, a los cuales se les realizo el
protocolo de irrigacion ultrasénica pasiva con hipoclorito de sodio al 5.25%.

e 5 pacientes con presencia de necrosis pulpar, a los cuales se les realizo el
protocolo de medicacién intraconducto con hidroxido de calcio en pasta.

e 5 pacientes con presencia de necrosis pulpar, a los cuales se les realizo el

protocolo de medicacién intraconducto de péptidos en capside en pasta.

Atendidos en UABC (CUPIS) durante el periodo 2015-2 y 2016-1 y que cumplan

con los criterios de inclusion.
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Muestreo

Este se realizara de manera aleatoria, es decir serdn atendidos los pacientes que
acudan a consulta en los dias y horarios de atencidn en el centro de

especialidades de UABC, durante el periodo establecido.

Criterios de inclusién

1-Pacientes con presencia de necrosis pulpar cronica en 6rganos dentarios
#36,#46.

2-Edad de 9 a 65 arios.
3-Firmar el consentimiento informado.

4-No estar inmunodeprimido (patologia agregada)

Criterios de exclusion

1-Pacientes embarazadas.

2-Pacientes que hayan estado en tratamiento de farmacoterapia.
3-Pacientes con necrosis pulpar aguda.

4-Pacientes con presencia de fracturas o fisuras.

5-Pacientes que no quieran firmar el consentimiento informado
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Criterios de eliminacion

1- Pacientes que no concluyan su tratamiento.

2- Mal manejo de la muestra.

Definicién conceptual y operacional de las variables

variables Conceptual Operacional Tipo de
variable
VD efecto Un efecto bactericida es | Se medira Variable
bactericida aquel que produce la mediante el Numérica
muerte a una bacteria. Un | protocolo de discreta
efecto bactericida esta unidades
producido por sustancias formadoras de
bactericidas. Estas colonias y técnica
sustancias son secretadas | de densidad
por los organismos como Optica.
medios defensivos contra
las bacterias.
VI Péptidos en | Los péptidos Se evaluara su Categorica
capside antimicrobianos son uso como nominal
proteinas de origen natural | medicacion
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gue tienen propiedades
antibiéticas, generalmente
estan constituidos entre 12

y 50 aminoécidos.

intraconducto
comparado con el
hidroxido de calcio
ya que es el
medicamento de
eleccion,
aplicandolo en
organos dentarios
46y 36 en
conductos
mesiales, en
pacientes que
acudan al centro
de especialidades
de la UABC
(CUPIS)
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Materiales y métodos

Cultivo Celular Ensayo cierre de las heridas

1. Células que se desprenden de la placa de cultivo de tejidos usando 0,25%
de solucion de tripsina-EDTA en un tubo cénico de 15 ml por centrifugacion,
aspirar el sobrenadante, y colocar las células en un medio de cultivo de una nueva
suspension. Placa del nUmero apropiado de células en una placa de 6 pocillos
para el 100% de confluencia en 24 horas.

2. Se pueden necesitar examenes para determinar el tiempo y el nUmero de
células para lograr el 100% de confluencia por el tipo celular y el tamafio de la que
se utilizan también (por ejemplo, 1 x 106 células del melanoma B16F10 se
siembran en un pocillo de una., Nota: placa de 6 pocillos 24 horas antes de la
generacion de la herida). Como alternativa, se pueden utilizar placas de 12

pocillos o de 24 pocillos.
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3. Si esta disponible, las células se puede sembrar (de ibidi LLC) en una placa
de cultivo de tejido tratado de hacer la herida pre-fundido. Un inserto en el cultivo
puede proteger la superficie de la placa del cultivo de tejido dafiado por la punta

de la pipeta., Si se utiliza un inserto de cultivo omitir el paso 1.2.

4, En un entorno estéril (por lo general una campana de bioseguridad) se
utilizé una punta de pipeta | 200 para presionar firmemente contra la parte superior
de la placa de cultivo de tejido y rapidamente hacer una herida vertical de abajo a
través de la monocapa de células. Una punta de pipeta de tamafio diferente puede
ser utilizada para hacer el tamafio de la herida que se desea. No use fuerza
excesiva contra la placa de cultivo de tejidos con la punta de la pipeta, ya que
puede dafar la superficie.

5. Se aspir6 con cuidado los escombros y los medios de comunicacion celular.
Se afiadio lentamente suficiente medio de cultivo contra la pared del pozo para
cubrir el fondo del pozo y evitar separar las células adicionales. Después de la
generacion y la inspeccién de la herida una imagen inicial se debe tomar. Se
coloco la placa de cultivo de tejido en una incubadora a la temperatura y

concentracion de CO2 apropiado (tipicamente 37 ° C y 5% CO2).
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6. En varios puntos de tiempo, por ejemplo, cada 3 horas, se retir6 la placa de
la incubadora y se colocé bajo un microscopio invertido para tomar una imagen
instantanea y para comprobar si hay cierre de la herida. Si la microscopia de lapso
de tiempo disponible, tomar una foto cada X nimero de minutos (por lo general a
partir de cada 5 minutos) para cualquier duracion de tiempo en una camara de
temperatura controlada y CO2. Dependiendo del tipo de célula, el tiempo de cierre

de la herida puede variar.

7. Para analizar los resultados de las imagenes de captura, se midio la
distancia de un lado de la herida al otro usando una barra de escala. Se analiz6 y
claramente presentes cierre de la herida en el tiempo utilizando un gréfico de

barras o grafico de dispersion.
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8. Para analizar las imagenes con lapso de tiempo, se importé las imagenes
en el software ImageJ (disponible gratuitamente en http://rsb.info.nih.gov/ij/) para
hacer un video. Para ello ImageJ abierta, haga clic en Archivo, Importar y,
Secuencia de imagenes. Encuentra el archivo con imagenes; haga clic en la
primera foto en el archivo. Guardar video seleccionando Archivo, Guardar como, y
AVI. Migracion de las células individuales se pueden observar para caracterizar el

movimiento direccional 46

4 Imagel —
File Edit Imag cess Analyze Plugins Window Help
Qjojc|of <N |Ala|olO] x=|s]o]”] | |»§ 4

46.84%
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Instrumentos de medicion

A continuacion se describen los instrumentos de medicidn necesarios para realizar
esta investigacion. Los cuales son los protocolos de unidades formadoras de
colonias y de densidad Optica para medir la accién antimicrobiana de los péptidos

en capside.
Unidades formadoras de colonias

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un
alimento, la técnica comunmente utilizada es la cuenta en placa. Esta técnica no
pretende detectar a todos los microorganismos presentes, pero el medio de
cultivo, las condiciones de temperatura y la presencia de oxigeno, permiten
seleccionar grupos de bacterias cuya presencia es importante en diferentes
alimentos; por ejemplo, las bacterias mesofilicas aerobias, o mesdfilos aerobios
son un indicador general de la poblacibn que pueden estar presente en una
muestra y, por lo tanto, de la higiene con que ha sido manejado el producto. Este
grupo en particular, se determina en la mayor parte de los alimentos, pero para
algunos productos, también es importante determinar la presencia de bacterias
termofilicas, psicrofilicas y/o psicrotréficas para predecir la estabilidad del producto
bajo diferentes condiciones de almacenamiento. La técnica basica es la misma,
pero cambian las condiciones de incubacion, medios de cultivo y algunos otros
detalles, que se mencionan en la técnica. Si se modifican las condiciones de
incubacién o se somete la muestra a algun tratamiento previo, el método puede
aplicarse también a la deteccion de otros grupos como anaerobios o esporulados,
desde luego, con la adecuada seleccion de medios de cultivo. EI método permite

numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas controlables, pero sujetas a la
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influencia de diversos factores por lo que es muy importante apegarse a la técnica

y controlar cuidadosamente las condiciones.

Técnica

La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC
presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que
desarrolla en el medio de cultivo de eleccién después de un cierto tiempo de
incubacion a la temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de un
agregado de ellos, de la muestra bajo estudio; ese microorganismo o
microorganismos son capaces de formar la colonia, es decir una UFC. Para quelas
colonias puedan contarse de manera confiable, se hacen las diluciones decimales
necesarias de la muestra, antes de ponerla en el medio de cultivo; la técnica para
realizar este procedimiento se describe en “Preparacién y dilucién de muestras de

alimentos para su andlisis microbiol4gico.

1. Se consideran “representativas“ las cajas que tienen un namero de colonias

dentro del rango de sensibilidad del método, en este caso, entre 25y 250 UFC.

2. Una vez seleccionadas las cajas y hechos los promedios correspondientes, se
aplica el factor de dilucién, que es el inverso y se redondea el nimero a 2 cifras
significativas (o digitos) y potencias de 10. Cuando el tercer digito del promedio es
4 o0 menor, se omite dejando el numero de 2 cifras significativas . Por ejemplo, si
en una caja se cuentan 312 UFC, se debe reportar como 31 X 101, porque el
tercer digito es 2 y se redondea al segundo digito. Cuando el tercer digito es 5 0
superior, el segundo digito se redondea al siguiente, por ejemplo si en una caja se
cuantifican 199 UFC se reportard como 20 x 101 UFC, porque el tercer digito es
superior a 5. En el ejemplo 5 del cuadro 2, el promedio es de 237.5 en la dilucién

10-3, por lo que se reportara como 24 x 104 UFC.
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3. Cuando las 2 placas de una dilucibn contienen un numero de colonias
caracteristicas dentro del rango de sensibilidad del método, se promedian los

nameros y se multiplica por el inverso de la dilucion.

4. Cuando hay una placa con crecimiento extendido, no se consideran ésta ni su

duplicado.

5. Cuando una de las 2 placas de una dilucion es representativa y la otra no, se

consideran ambas y se promedian.

6. Cuando hay placas representativas en 2 diluciones subsecuentes, se
promedian cada una con su duplicado (aunque el duplicado no lo sea), se aplica el

factor de dilucién a cada una y luego se promedia nuevamente.

7. Si en las placas no hay colonias (0 no son caracteristicas del grupo en estudio),
reportar el resultado como: menos de un (grupo) en 10-x (la mas baja utilizada),
por ejemplo < 100 / g si la dilucion mas baja fue 10-2 6< 1 / mL si la muestra se

sembro directamente, sin diluciones. Se agrega la leyenda: “valor estimado”.

8. Si no hay placas representativas pero hay alguna con un namero menor de

UFC., se consideran las de la menor dilucién y se agrega “valor estimado”.

9. Cuando el numero de colonias por placa exceda de 250, contar las colonias en
aguellas porciones de la placa que sean representativas de la distribucion de
colonias. Contar por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del area de la caja y
multiplicar el valor obtenido por 4 6 2, respectivamente. Si solamente pueden
contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja Petri de 100 mm
de didmetro contiene 65 cuadros de la cuadricula del contador. Agregar la leyenda

"valor estimado".

10. Se cuentan como una sola colonia: « Cadenas o0 pequefios grupos no
separadas claramente entre si, que parecen ser causadas por la desintegraciéon de

un cumulo de bacterias y que estan separadas de otras colonias o cadenas.
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Colonias extendidas como pelicula entre el fondo de la caja y el agar y que se
diferencian claramente de otras. « Colonias como pelicula en las orillas de la caja,

sobre la superficie del agar.

Confiabilidad

Se considera “crecimiento extendido” el que se presenta cuando las colonias
abarcan méas del 50 % de la superficie de la caja, con o sin inhibicion de
crecimiento; en ese caso, y/o cuando la inhibicién exceda el 25 % de la superficie
de la caja, se considera que las placas no son representativas y por lo tanto no se

toman en cuenta.

Procedimientos

En el presente estudio se realizaron tratamientos de conductos en érganos
dentaros #36, #46 multiradiculares por un solo operador dedicado exclusivamente
a la practica de la endodoncia, solo se consider6 una endodoncia por paciente.

En la historia clinica se recogieron los siguientes datos:

- Diagnostico pulpar (necrosis pulpar) del érgano dentario a tratar, mediante la
observacion clinica directa de presencia o ausencia de dentina infectada a nivel de
camara pulpar, durante la apertura cameral. Se obtuvieron tres grupos en funcién
a la aplicacion de la medicacion intraconducto:

1-Grupo control (protocolo de irrigacién ultrasonica pasiva con hipoclorito de sodio
al 5.25%).

2-Medicacién intraconducto con hidréxido de calcio en pasta.

3-Medicacién intraconducto con péptidos en capside en pasta.

-Diagnostico radiogréfico: basado en la radiografia preoperatoria.

- Sexo del paciente.

- Edad del paciente.

- Nomenclatura del diente tratado y se especificé en el odontograma.

-Historia médica del paciente en la que se recogi6 la presencia de enfermedades

sistémicas previas, asi como su tratamiento y alergias.
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-Se les pidié que firmaran el documento de consentimiento informado sin antes

explicarles su contenido para lograr su aceptacion.

Propésito de los analisis

En este andlisis se evalué la eficacia antimicrobiana de los péptidos en capside en
gel, en comparacion con el hidréxido de calcio en pasta y el protocolo de

irrigacion ultrasénica pasiva con hipoclorito de sodio al 5.25%
Criterios de valoracién

1-.Evaluacién radiografica inicial: Los casos pueden ser considerados como éxito,

fracaso u incierto, desde el punto de vista radiogréafico. Exito si:

(a) Los contornos y el espacio del ligamento periodontal se encontran normales,
(b) EI ligamento periodontal se encuentra ensanchado solo alrededor de excesos
de material de obturacion.

Los casos se consideran fracaso si:

a. Se evidencia la disminucion de la imagen radiolucida perirradicular,
b. No se evidencia los cambios en la rarefaccion.

c. Aparicion de una rarefaccion nueva.

d. disminucién de la saturacion de pixeles en programa imageJ.

2-Evaluacion clinica: El tratamiento realizado al paciente, debe constar de varias
fases: (a) examen visual de tejidos blandos, (b) palpacion de tejidos alrededor del
diente tratado y/o adyacentes, (c) percusion del diente tratado y/o adyacentes, (d)

medicion de surcos gingivales y (e) interrogatorio al paciente.
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3-Evaluacion bacterioldgica: se tomd una muestra bacteriolégica de los conductos,
previa a la obturacion final de los mismos, para evaluar los resultados a mediano y

largo plazo

PROCEDIMIENTO CLINICO

1- Todos los pacientes fueron anestesiados con anestesia local del tipo lidocaina +
epinefrina (1:80000). (Scandonest 2 %) (Septodont).

2- Se procedi6 al aislamiento con dique de goma. (blossom).

3-Se realizé la apertura con una fresa redonda de carburo #4 (Pearson) y se
regularizaron las paredes de la camara pulpar con una fresa Endo Z. (Dentsply).
4-Se permeabiliz6 con una lima del n°® 10 ( c+ file Dentsply) y se estableci6 la
longitud de trabajo con lima 15 o 20 (tipo k Dentsply) con el localizador electronico
de apice APEX ID(SybronEndo)®,confirmandose ésta radiograficamente digital
(schick).

5- El protocolo se realizd con una técnica crown-down con limas rotatorias 25/08
K3XF (SybronEndo) para el ensanchando el tercio coronal.

6-Se realizo la instrumentacion manual con limas K® (#10-15-20 o 25 Dentsply),
manejando asi el tercio apical manualmente, logrando un tope apical.

7-Se instrument6 con el sistema TF ADAPTIVE ML2 35/06 (SybronEndo)) en
mesiales de molares inferiores y vestibulares de molares superiores y ML3 50/04
en distales de molares inferiores y palatinos de molares superiores.

8-La irrigacion se realiz6 todo el tiempo con hipoclorito sédico al 5.25% con
jeringas de 10 ml , con aguja vista 27 | haciendo el protocolo de irrigacion
ultrasénica pasiva por 20 segundos en 3 ocasiones con una punta deultrasonido
tipo u # 20 y terminando con una irrigacion final con EDTA (smearclear) .

9- Se secaron los conductos con puntas de papel TF ADAPTIVE.

10- se realiz6é un lavado con agua inyectable, para la recoleccion de la muestra y

se coloc6 en un medio LB.
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11-a) Una vez terminado el proceso de instrumentacion, se procedio a colocar una
torunda de algodén y se coloco cemento Cavit® como restaurativo provisional
.(grupo control)

11-b) Una vez terminado el proceso de instrumentacion, se procedié a colocar
hidréxido de calcio (viardent) como medicacion intraconducto y se colocécemento
Cavit® como restaurativo provisional.

11- c¢) Una vez terminado el proceso de instrumentacion, se procedié a colocar
péptidos en capside en pasta como medicacién intraconducto y se coloco
cemento Cavit® como restaurativo provisional.

12-En una segunda cita se procedio a la recoleccidon de la muestra con el mismo
protocolo en los 3 grupos el cual consiste a la remocién del cemento Cavit® y
posteriormente la eliminacién de la medicacion intraconducto con agua bidestilada
,recolectando con la misma el contenido intraconducto en la jeringa hipodérmica
de 10ml , posteriormente se sellaron con el porta ajugas y se colocaron en una
bolsa de esterilizar, una vez realizado este procedimiento se procedio al secado
del conducto con puntas de papel estériles y se colocaron en el medio LB.

13-Se obturaron mediante condensacion lateral con gutapercha, puntas
accesorias fine- fine y MF® dentsply, espaciadores de niquel titanio D11T de
Nordent y AH-Plus® (Dentplay) como cemento sellador.

14- Posteriormente se procedié a hacer el sembrado de la muestra en cajas petri
en un agar nutritivo con la técnica de barrido con la espétula de triangulo y se
colocaron en la incubadora durante 12 horas, las muestras obtenidas en un
periodo de tiempo de 7 dias.

Con el objetivo de observar la presencia de bacterias mediante el protocolo de
unidades formadoras de colonias y el proceso de densidad éptica.

15- Se analiz6 el aspecto radiografico en los 6rganos dentarios tratados en este
estudio con la finalidad de observar la cicatrizacion radiografica inicial de la lesién
basada en la radiografia preoperatoria para observar su evolucion.

16-Otro punto que se evalué fue el aspecto clinico, con la finalidad de observar la
presencia de inflamacién del mucoperiostio del 6rgano dentario tratado, asi como

la presencia o ausencia de fistula en la zona.
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Los pacientes fueron informados de la posible presencia de dolor en los dias
siguientes al tratamiento. Se les entregé un cuestionario, que debian rellenar y

remitir.

Transporte y analisis de las muestras

Las muestras tomadas de la medicacion intraconducto seran analizadas por medio
de un examen al fresco. Las puntas de papel se almacenaran en un tubo de
ensayo con medio LB, asi como el contenido liquido obtenido mediante precion
negativa con una jeringa hipodérmica de 5ml con agua bidestilada, como medio de
transporte, este tubo se mantendran a una temperatura corporal 37 y seran
transportadas para realizar el manejo de la muestra al laboratorio de

bionanotegnologia de la UNAM campus Ensenada .

Las muestras, seran procesadas por un técnico del laboratorio capacitado en los
protocolos de UFC y densidad éptica y posteriormente realizara el llenado de la

hoja de ingreso de muestra.
Las muestras fueron tomadas por

e CDEE MICHAEL JOSEPH DELY ARROYO Y CDEE Fermin Nufiez Rivera
El analisis de las muestras se realiz6 por

e MC Alfredo Nufiez Rivera

En el laboratorio de bionanotegnologia de la UNAM campus Ensenada.
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Resultados

Analisis de resultados
Los resultados obtenidos seran analizados utilizando el programa IBM
SPSS Statistics version 22.0 (Statistical Package for the Social

Sciences ).

En el plan de andlisis se expone y detalla, de acuerdo a los objetivos propuestos,
las medidas de resumen de las variables y como seran presentadas (cuantitativas
y/o cualitativas), indicando los modelos y técnicas analiticas que se utilizaran para

comprobar las hipétesis del estudio.

Andlisis por objetivos especificos
Decidir el plan de andlisis estadistico es el adecuado para nuestros datos no es un
proceso mecanico. Depende de cada situacion en particular y de los

conocimientos del investigador para justificar el porqué de su decision.

-Para lograr lo programado en el objetivo especifico #1, en el cual se pretende
Evaluar bacterioldgicamente los érganos dentarios con necrosis pulpar, por medio
de la recoleccion muestral intraconducto, donde se pretende observar la presencia
de bacterias en un biofilm endodontico en los casos a evaluar , teniendo 3 grupos,
un grupo control y 2 grupos con medicacion intraconducto. Usaremos un
analisis estadistico Anova , ya que buscamos comparar los 3 grupos en 3
diferentes momentos siempre y cuando mis resultados sigan una
distribucion normal de no ser asi se va a utilizar el plan de analisis
estadistico kruskal wallis ya que es una prueba no paramétrica sin
distribucion normal, asi como evaluar sus proporciones para cada grupo.
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-Para lograr lo programado en el objetivo general , en el cual se pretende
1.Evaluar la capacidad de regenerar tejido celular de los péptidos antimicrobianos
in vitro., por medio de la observacién in vitro de la reparacién de la herida del

cultivo celular .

fig. cultivo celular, ensayo de sratch:,

a)herida a Ohrs,

b)herida 24hrs control,

C)herida 24hrs péptido 11-37.

- Para lograr identificar lo planteado en el objetivo especifico #1, en el cual se
pretende evaluar el aspecto radiografico inicial de 6rganos dentarios con necrosis
pulpar, por medio de la toma de radiografias , donde se pretende medir la
saturacion de pixeles para tratar de medir la regeneraciébn osea , teniendo 3

grupos, un grupo control y 2 grupos con medicacién intraconducto.

Se establecié una escala de 2.5mm, se realizaron varias medidas de longitud de

extension de la lesion radiolucida para sacar una media:
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Se tomo el area de la lesion
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B0.55x21.42 unit (612x429); RGB; 1MB

Results

[Area

[Mean

[Min [Max |

1 35.411 56.255 31 92

2.5 unit

Obteniendo como resultados los siguientes:

Medicion

33.689

39895 2435 JBa8e

Longitud mm ‘ Area mm2
 peptido Ohrs | 3.9895 4 33.689
M peptido 14dias . 3.496 . 18.725
| mCa(OH)2 Ohrs | 3.9195 ' 3541
m Ca(OH)2 14dias | 3.815 ' 35.665

Gréfica. Evaluacién radiografica por densitometria.
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Determinar el efecto antimicrobiano del DCD-1L ante patdgenos presentes

en endodoncia.

Durante trabajos previos se ha demostrado la actividad de diversos AMPs contra
una gran variedad de bacterias patdgenas, de manera especifica ya se ha
elucidado la minima concentracion inhibitoria, 10-100 pug/ml, del DCD-1L contra
patdgenos como E. Coli, Enterococcus Faecalis, S. Aureus y Candida albicans, los
cuales se encuentran presentes en infecciones endodonticas. En este estudio se
crecieron las cepas a una densidad de 2 x106 células/ml en tubos de ensayo y se
adiciono la concentraciébn minima inhibitoria, incubandose por 18 horas a 370 C.
En todas las cepas probadas se encontrg alrededor de 100% de mortalidad dato
gque solo se observa en un grupo limitado de AMPs. Conforme con estos
resultados también se demostré cual es el mecanismo de accion que lleva acabo
el DCD-1L, utilizando microscopia de fuerza atomica (AFM) se observd como los
péptidos interactian con la membrana permitiendo una desestabilizacion, lo que

conlleva a una desintegracion de la misma (fig.1).

Cabe mencionar que ya que este péptido es de origen humano, el cual se utiliza
como parte de defensa del sistema inmune innato, se ha comprobado su alto

grado de biocompatibilidad en ensayos in-vitro.

Por lo que estas caracteristicas convierten a esta molécula en un posible

candidato terapéutico para tratamientos endodonticos.
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Figural. Potencial antimicrobiano del DCD-1L.

A. El DCD-1L fue probado ante E.coli, E.faecalis, S.aureus, C.albicans durante 4
horas a pH 7.4 a concentracién de 1 ug/ml (1 barra), 10 pg/ml (2 barra), 50 pg/mi
(3 barra), 100 pg/ml (4 barra). B. Imagenes de AFM de S.aureus tratadas con
DCD-1L.
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Disefiar y construir VLPs derivadas del CCMV gque encapsiden al DCD-1L.

En la actualidad los virus son utilizados como nanocontenedores de materiales
tales como farmacos, material genético, nanoparticulas, enzimas, etc., con el fin
de explora su uso como vectores de transfeccién hacia células blanco para
corregir alguna enfermedad. Por ello esta herramienta se ha convertido en uno de

los principales temas de estudio en la biomedicina.

Como ya se ha mencionado uno de los principales inconvenientes del uso de los
AMPs en la endodoncia es su tiempo de vida media, ya que estos son
susceptibles a degradaciéon por proteasas, por lo que la exposicion de esta terapia
en el conducto se ve limitada a una ventana de tiempo muy corta. En base a los
antecedentes este estudio tiene como objetivo solucionar esta principal desventaja
al encapsidar al DCD-1L utilizando al virus del CCMV, y asi protegerlo de una

posible degradacion y a su vez aumentar su estabilidad.

Para lograr una correcta encapsidacion se probaron diversas condiciones de
ensamble, variando la relacion entre la proteina de la capside (CP) y la del
péptido, esto con la finalidad de encontrar el parametro idobneo que nos permitiera
encapsidar de manera mas eficiente la mayor cantidad de péptido. Se realizaron
ensayos de encapsidacion en buffer de ensamble variando la concentracion de
proteina de la c4pside y manteniendo constante la concentracion del péptido, se
utilizaron 10 ug del DCD-1L y 10, 30, 60, 90 ug de CP, obteniendo relaciones 1:1,
1:3, 1.6 y 1.9 de DCD-1L: CP. Cabe mencionar que se realizé un segundo
muestreo, utilizando las mismas relaciones y concentraciones entre CP:DCD-1L
de ensayo anterior, mas sin embargo en esta ocasion se varid la concentracion del

DCD-1L y se mantuvo constante la concentracion de la CP.

Estos ensambles se realizaron utilizando membranas de didlisis montadas en
tubos eppendorf en un volumen final de 50 yl de muestras y en un litro de buffer
de ensamble, esto se mont6 en a 40 C en agitacién constante durante un periodo

de 24 horas. Una vez ensambladas las capsides se transfirieron las muestras a
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buffer de virus para acidificar las moléculas y estabilizarlas, esto se realizé de igual
forma en un volumen de un litro de buffer de virus por 12 horas. Culminado este
proceso se analizaron las diversas muestras por microscopia electrénica de
transmision (TEM). Los resultados nos permitieron seleccionar la relacién 1:3
(DCD-1L:CP) del resto, ya que se observo que bajo estas condiciones se logro
una muy eficiente encapsidacion de péptido. Como control negativo observamos
que en las condiciones donde variabamos la concentracion del DCD-1L y no de la
CP, no se formaban estructuras delimitadas, se observaban mal formaciones,
aglomerados y capsides abiertas,. Estos resultados demuestran que el virus del
CCMV es capaz de encapsidar de manera eficiente al DCD-1L, y por su alto grado
de eficiencia ya reportado del virus nos garantiza no encontrar capsides vacias y
el 100% del péptido encapsidado. Cabe mencionar que no existia reporte alguno
de la encapsidacion de estas moléculas en algun vector viral, por lo que este
trabajo toma una relevancia sobresaliente al desarrollar un sistema que permita

estabilizar y proteger una molécula de interés biologico.

DISCUSION

El tratamiento endoddntico se basa en erradicar la invasion bacteriana presente en
los conductos radiculares y para lograr este objetivo se han empleado el uso de
medicamentos para disminuir esta carga bacteriana, sin embargo algunos de ellos
se consideran altamente toxicos y carcindgenos y por ellos se han descartado en
la practica endodontica Se han realizado evaluaciones in-vitro donde se ha
probado el potencial de los AMPs ante patdégenos endodonticos, y ademas se ha
comprobado su alta biocompatibilidad.se Por lo que los AMPs podrian ser la mejor
alternativa como medicamento intraconducto. Sin embargo, el principal
inconveniente de estas moléculas es su corto tiempo de accion, ya que son

susceptibles a degradacion proteolitica.
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El enfoque primordial de este estudio radica en comprobar el efecto regenerativo
celular del péptido 1I-37, asi como también su expresion en la disminucién del area

raiolucida de la lesioén.

Basandonos en toda esta informacion expuesta podriamos proponer a las VLPs-
(DCD-1L), y en general a las VLPs-(AMPs), como una potencial medicamento
intraconducto, ya que podria sustituir a cualquiera de los medicamentos
actualmente utilizados en procesos de desinfeccion endoddntica.

CONCLUSION

1. La regeneracion celular del péptido LL-37 fue idonea, no se observo ningun
efecto citotoxico. Mientras que el uso de Ca(OH)2 desintegro todo el cultivo

celular.

2. Se observé una disminucion del 12.46% de la lesién radiolticida con la
medicacion intraconducto de VLPs(DCD-1L)

3. El potencial antimicrobiano de las VLPs-(DCD-1L) fue semejante a la

actividad del péptido libre.

4, Se comprobé potencial antimicrobiano del DCD-1L ante patégenos

presentes en infecciones endododnticas

5. Las VLPs derivadas del CCMV fueron capaces de encapsidar de manera
eficiente al DCD-1L.
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ANEXOS

Anexo 1 Hoja deingreso de la muestra

Anexo Formato de ingreso de muestras al laboratorio

FORMATO DE INGRESO DE MUESTRAS AL LABORATORIO

Reviso: | Aprobo:
Fecha: Fecha: | Fecha:

FORMATO DE INGRESO DE MUESTRAS

FECHA HORA | CODIGO EXAMENES RESPONSABLE OBSERVACION
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA, TIJUANA
ESPECIALIDAD EN ENDODONCIA

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN ESTUDIOS DE
INVESTIGACION Y AUTORIZACION PARA USO Y DIVULGACION DE
INFORMACION DE SALUD.

Acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y el
Reglamento de la Ley General de Salud

TITULO DEL ESTUDIO: Evaluacién radiografica inicial y clinica de péptidos en
capside en 6rganos dentarios con necrosis pulpar.

PATROCINADOR DEL ESTUDIO: UABC, UNAM
INVESTIGADOR: Michael J. Dely, Fermin Nunez
LUGAR DONDE SE LLEVARA A CABO EL ESTUDIO:Tijuana, Baja California

NUMEROS DE TELEFONOS ASOCIADOS AL ESTUDIO:

6641662201, 6462036097

Este formulario de consentimiento puede contener palabras que usted no
entienda. Por favor, pregunte al investigador o a cualquier personal del estudio
gue le explique cualquier palabra o informacién que usted no entienda claramente.
Usted puede llevarse a su casa una copia de este formulario de consentimiento
para pensar sobre su participacion en este estudio o para discutirlo con la familia o
amigos antes de tomar su decision.

I-INTRODUCCION

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion. Antes de que
usted decida participar en el estudio por favor lea este formulario cuidadosamente
y haga todas las preguntas que tenga, para asegurarse

de que entienda los procedimientos del estudio, incluyendo los riesgos y
beneficios.

ll- PROPOSITO DEL ESTUDIO:

Evaluar la accién antimicrobiana de los péptidos en capside como medicacién
intraconducto en érganos dentarios con necrosis pulpar.

1-Pacientes con presencia de necrosis pulpar cronica en érganos
dentarios#36,#46.

2-Edad de 9 a 65 afios.

3-Firmar el consentimiento informado.

4-No estar inmunodeprimido (patologia agregada)
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lll- PARTICIPANTES DEL ESTUDIO:
¢, Quién puede formar parte de este estudio?
Incluya criterios generales elegibilidad y exclusion de participantes.

Criterios de inclusion

1-Pacientes con presencia de necrosis pulpar cronica en érganos
dentarios#36,#46.

2-Edad de 9 a 65 afios.

3-Firmar el consentimiento informado.

4-No estar inmunodeprimido (patologia agregada)

Criterios de exclusion

1-Pacientes embarazadas.

2-Pacientes que hayan estado en tratamiento de farmacoterapia.
3-Pacientes con necrosis pulpar aguda.

4-Pacientes con presencia de fracturas o fisuras.

5-Pacientes que no quieran firmar el consentimiento informado

Criterios de eliminacion

1-Pacientes que no concluyan su tratamiento.
2-Mal manejo de la muestra.

¢ Cuantas personas se espera que participen en este estudio?
15

IV- PROCEDIMIENTOS:

¢, Qué exactamente me haran en este estudio?R= se seguiran los protocolos
normales de un tratamiento de conductos, se tomara muestra bacteriana mediante
un lavado con 3ml de solucion salina en la ler cita 'y en la 2da cita, se tomaran
radiografias de seguimiento en la ler cita, , 7 dias, 1 mes, 2 mes, 3mes.

¢, Cudles seran los procedimientos de investigacion en los que participaré si decido
entrar en el estudio?

En la toma de muestra y en la toma de radiografias

¢, Cuanto tiempo me tomara participar en este estudio?

3 meses

¢, Cuéndo terminara mi participacion?

3 meses

V-RIESGOS O INCOMODIDADES:

Incluya la informacion acerca de todos los riesgos o incomodidades pertinentes al
estudio, medicamentos, instrumentos o procedimientos que va a utilizar. Incluya
los efectos adversos que se conozcan y si aplica, incluya informacién de que
puede haber efectos adversos que son

desconocidos a este momento.
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Incluya los riesgos de otros procedimientos si es necesario, especialmente de
cualquier procedimiento invasivo.
VI- BENEFICIOS

Es probable que usted no reciba ningun beneficio personal por participar en este
estudio. Su enfermedad, condicion, sintomas] podrian mejorar como resultado de
su participacion en este estudio, aunque no hay ninguna garantia de que esto
suceda. La informacién de este estudio de investigacion podria conducir a un
mejor tratamiento para el futuro de esta [enfermedad, condicion, sintomas]

Ademas el tratamiento de conductos le costara solo 540pesos y obtendra la
restauracion postendodontica de primera fase gratuitamente.

VII- SE PRECISA LA VOLUNTARIEDAD EN LA PARTICIPACION. En cualquier
momento el paciente podra desistir de participar en la investigacion. Se puntualiza
la retirada voluntaria

VIII- COSTOS

He leido y me han explicado los lineamientos que involucra ser parte de una
investigacion, por lo que autorizo participar en la misma como paciente

Nombre y firma del paciente:
Nombre y firma de padre o madre en caso de ser menor de edad
Nombre y firma del ler testigo

Nombre y firma de 2do testigo

Fecha:
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Anexo 3 Cuadro de observaciones por variable de interés ]

) N/

d
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VAl ~

A DEL_HOMBRE

Incubador
a
24hrs

Observac
ibn de la
muestra

24 hrs

Observac
i6bn de la
muestra
48 hrs

Observaci
on de la
muestra
168hrs

Unidades
formadora
S de

colonias

Densidad

Optica

Grupo
control:
irrigacion
ultrasoénic

a pasiva

Hidroxido
de calcio

en pasta

Peptidos
en
capside

en pasta
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Anexo 4 Fotografias del protocolo clinico
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