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Introduccioén

La presencia de microorganismos y sus subproductos son la principal causa de
enfermedadespulpares y peri radiculares (1). La desinfeccion durante la terapia
endodontica se consigue por dos medios: limpieza mecanica e irrigacion con
soluciones antimicrobianas, sin embargo, a pesar de las diversas estrategias de
preparacion, queda un porcentaje significativode tejido que permanece intacto (2).
Estas areas no alcanzadas, pueden proteger a los microorganismos de los agentes

utilizados en el proceso de desinfeccion del conducto radicular (1).

El origen de la infeccion endoddntica comienza con la aparicion de la caries dental,
la cual genera la destruccién de esmalte y dentina dando como resultado una
invasion bacteriana que alcanza la pulpay las areas periapicales, misma que puede
llegar a desarrollar un absceso dentoalveolar y la posterior diseminacion de la
infeccidn a otras areas anatémicas (3). La infeccion primaria se genera a partir de
bacterias aerobias y anaerobias capaces de produciracidos que generan dafio
tisular, principalmente al tejido mineralizado. Los microorganismos mas comunes

son: Estreptococo mutans, Lactobacillus acidophilus, Actinomyces (3).

La colonizacién bacteriana sera asociada mayormente a microorganismos
anaerobicos como Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium y

Peptostreptococcus spp, generando el sinergismo bacteriano con propiedad de

13



potencializarse entre si. Esta problematica, se encuentran comunmente
asociaciones de “Streptococcus anaerobios, Capnocytpphaga, Actinobacillus,

Fusobacteria, Prevotella y Porphyromonas” (3).

Finalmente, como respuesta a las infecciones secundarias, se evidencian las
lesiones apicalesy abscesos en los que se hallan microorganismos aerobios y
anaerobios facultativos: Streptococcus salivaris menos del 8%, Enterococcus
Faecalis del 10 al 30%, Gramnegativas Neisriae y Bacilos gramnegativos, como
Proteus Vulgaris y Escherichia Coli. Los microorganismos mas comunes

son"Peptostreptococcus ssp, Prevotella Oralis y Prevotellamelaninogenica (3).

El Enterococcus Faecalis es el microorganismo mas aislado que se presenta con
mayor frecuencia en los casos de fracaso de la terapia endodontica, pues tiene la
capacidad de penetrar y sobrevivir dentro de los tibulos dentinarios y formar una
biopelicula en las paredes del conducto radicular, penetrando en el tubulo dentinal
cerca de la pulpa y de la unién esmalte/cemento, aproximadamente 0.95 y 2,5
milimetros, respectivamente (4). La prevalencia del microorganismo en este tipo de
infecciones oscila entre el 24% y el 77% (5).Este hallazgo puede explicarse por
varios factores de supervivencia y virulencia que posee el Enterococcus Faecalis,
incluida su capacidad para competir con otros microorganismos para invadir los
tubulos dentinarios y resistir la privacion nutricional y el uso de una buena técnica

aseéptica (5).
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La irrigacién del conducto radicular de una pieza dental durante el tratamiento
endoddntico,tiene como propédsito eliminar el tejido pulpar vital o necrético, restos
de dentina, microorganismos y sus subproductos, ademas de lubricar las paredes
del tejido radicular (6).El irrigante 6ptimo del conducto radicular debe integrar la
seguridad y la eficacia, especialmente en la region periapical, todo esto, mientras

ejerce una presion minima en la region apical (2).

El hipoclorito de sodio (NaOCL) es la opcion preferida por los profesionales de la
salud oral,por su eficaz accion antibacteriana y la capacidad de disolver los restos de
tejido, utilizandogeneralmente para este tipo de tratamientos dentales, concentraciones que
oscilan entre el 0,5% y el 6%(2). Entre més alta sea la concentracion del NaOCL , mayor
serd su capacidad para afectar de manera indeseable los tejidos del diente en
especial la dentina(7).

Por otro lado, la utilizaciébn de nanoparticulas (NP’s) de materiales naturales y
sintéticos estaevolucionando rapidamente en la odontologia. Estos biomateriales
han ayudado en el tratamiento de enfermedades orales, en la erradicacion de la
capa de barro dentinario y de las biopeliculas. se incorporan a diversos materiales
dentales por sus efectos antimicrobianosy otros aspectos beneficiosos, estas

nanoparticulas proporcionardn un nuevo cambio de paradigma en la odontologia

(8).
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1. Aspectos Teodricos- Cientificos

1.1. Planteamiento del problema

Si bien es cierto que el hipoclorito de sodio se considera el Gold estandar para
efectuar los procesos de irrigacion en el tratamiento endodontico presenta algunas
propiedades negativas. Una concentracion del 1% ofrece capacidad antimicrobiana,
pero en el caso del tratamiento de conducto, al usar concentraciones mayores, se
potencializa su toxicidad, es decir, a concentraciones superiores a 5,25%, el
hipoclorito de sodio genera hemolisis de los tejidos organicos afectando el ligamento
periodontal y vascularmente, aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos
causando sangrado y edema (7), efectos no deseados durante la realizacién del

tratamiento de conducto.

Por otro lado, teniendo presente la alta resistencia del Enterococcus Faecalis ante
el hipoclorito de sodio y limitada capacidad bactericida a bajas concentraciones de
irrigante, se considera necesario realizar la presente investigacion en busqueda de
nuevas sustancias que ofrezcan mayor eficacia durante el tratamiento endodoéntico

con alta penetracion a los microtubulos dentinales.

Adicionalmente, la informacién disponible sobre el uso y efectividad de la

nanoparticula Biospada 60 como agente irrigante en procedimientos endodonticos

es limitada a nivel nacional, resultando necesario e interesante conocer el
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comportamiento de dicho agente de manera individual y como coadyuvante del

hipoclorito de sodio en la desinfeccion del conducto radicular.

Por tal motivo, se fundamenta la razén de esta investigacion sugiriendo la siguiente

pregunta de investigacion:

¢ Existe efectividad antimicrobiana de la nanoparticula Biospada 60 como agente
coadyuvante en el proceso de desinfeccidén quimica en el tratamiento convencional
de conductos radiculares ante la cepa de Enterococcus Faecalis comparado y en

combinacion con el hipoclorito de sodio al 5,25% en tubos de dentina?
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1.2. Justificacion

Segun David E. Jaramillo et al (9), a lo largo de los afios se han estudiado o sugerido
diversas estrategias para reducir la acumulacion de biopeliculas microbianas, con
diversos grados de éxito. En relacién con los dispositivos médicos utilizados, se han
desarrollado una gama de biosuperficies que incorporan y/o liberan compuestos
antimicrobianos, con el fin de contribuir a la desinfecciébn adecuadas, ademas de
diversos métodos de activacion de irrigacion, como puntas vibratorias, irrigacion
sénica y ultrasonica para mejorar la eficiencia de la administracién de la sustancia,
pues, si no se controla la cantidad de agentes patégenos, pueden poner en peligro

los resultados del tratamiento de endodoncia (9).

La utilizacibn de NP’s de materiales naturales y sintéticos, est4 evolucionando
rapidamente en la odontologia. Estos biomateriales han ayudado en el tratamiento
de enfermedades orales, en la erradicacion de la capa de barro dentinario y de las
biopeliculas, incorporandose a diversos materiales dentales por sus efectos
antimicrobianos y otros aspectos beneficiosos (8). Estas nanoparticulas
proporcionaran un nuevo cambio de paradigma en la odontologia, por ende, para
mejorar la accion antimicrobiana de los agentes utilizados en endodoncia, se han
explorado las nanoparticulas que efectian la desinfeccion en los conductos
radiculares mediante la accion bactericida; haciendo posible el éxito del tratamiento
(2).

Las sustancias de uso odontoldgico a base de NP’s proporcionan una mejor accion,
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penetracidn, actian per-se y pueden ser cargadas para producir una liberacion lenta
y controlada de los principios activos (10). Gracias la hanotecnologia, la disminucion
de las dimensiones conduce a un aumento considerable de la superficie del agente;
por lo tanto, el contacto de las NP’s con los microorganismos y la interaccion

efectiva con la membrana del patégeno, aumentan (10).

Las NP’s tienen un tamafio entre 1 a 100 nanémetros y sus efectos antimicrobianos
son superiores en comparacion con sus contrapartes, tienen una mayor interaccion
con las células microbianas y poseen efecto duradero antibacteriano fuerte contra
las bacterias orales sin comprometer algunas propiedades fisicas. (11) Por otra
parte, la eliminacion de la bacteria Enterococcus Faecalis ha sido un gran reto en
las investigaciones (12), puesto que tiene la capacidad de generar biopeliculas en
monocultivo y de adaptacion a ambientes severos dentro de los tubulos dentinales
resistiendo a medicamentos endodonticos y por consiguiente siendo dificil de

eliminar.

Lo anteriormente descrito obedece a los motivos que nos llevaron a desarrollar la
presente investigacién, que pretende mejorar los protocolos de irrigacion. Esto
permitira, no solo tener el concomimiento sobre la efectividad de la Nanoparticula
Biospada 60, sino que, ademas, brindara las herramientas necesarias para que las
instituciones prestadoras de servicios de salud y area asistencial ofrezcan
tratamientos dirigidos a disminuir la posibilidad de fracaso y generar terapias

basadas en evidencia cientifica.
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Este tipo de investigaciones contribuye ademas, tanto a la estimulacién del
aprendizaje institucional, como a concientizar a los estudiantes del posgrado de
endodoncia sobre la estandarizacidon de los procesos clinicos que ofrezcan mejores
resultados a los pacientes, facilitando una constante autoevaluacion sobre la calidad
de los tratamientos, analisis comparativo entre casos particulares, autoevaluacion y
crecimiento profesional a partir de tratamientos integrales, con predictibilidad y

longevidad clinica.
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1.3. Propdésito

El propésito de la investigacion es establecer si existe una efectividad antibacteriana
como irrigante individual y coadyuvante del hipoclorito de sodio al 5,25% durante el
proceso de irrigacion quimica en la terapia endodoncia contra el Enterococcus

Faecalis.

1.4. Antecedentes

Jaramillo et al (2012), Este estudio se centra en el recubrimiento de Cloruro de
Benzalconio (BAK) sobre superficies de dentina y su influencia en la adhesion
temprana y la formacion de biopeliculas por bacterias orales y del conducto
radicular; Se comparoé El efecto repelente de superficies recubiertas con BAK con
NaOCL al 1% , evidenciando escasa formaron de biopeliculas en las superficies de
dentina recubiertas con NaOCL y BAK: Concluyendo que el recubrimiento de la
superficie con una solucion de surfactante que contiene Cloruro de benzalconio no
causa dafio a la membrana celular, pero podria interferir con los mecanismos
celulares de adhesion debido a los cambios provocados en la resistencia ionica de
las membranas celulares. Justificando las investigaciones sobre la utilidad clinica

de BAK como medicamento antibiofilm.(13).
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Baron Aleksandr et al (2015) , Tuvo como propdsito determinar el efecto de una
combinacion de hipoclorito de sodio al 6% y surfactante de cloruro de benzalconio
BAK al 0,008%, en la eliminacion de Enterococcus Faecalis de dientes infectados,
donde utilizaron 64 dientes unirradiculares anteriores y se dividieron en 4 grupos, N
= 16 alos cuales se prepararon con instrumental rotario y se inocularon con la cepa
de Enterococcus Faecalis por 21 dias donde se les aplico un protocolo de irrigacion
combinado NaOCL/BAK 'y NaOCL solo, mostrando una reduccion significativa en
la carga bacteriana en la combinacion de NaOCL/BAK por lo tanto se concluye en
este estudio que La adicion de BAK al NaOCL redujo significativamente el numero
de bacterias dentro del conducto radicular después de la irrigacion combinada

NaOCL/BAK en comparacion con el NaOCL solo (14).
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1.5.Marco Tedrico

1.5.1. Microorganismos: Microbiota Oral

La microbiota de la boca es una fuente asociada con caries dental, enfermedades
endodonticas y enfermedades periodontales (15). Las bacterias orales comienzan
a colonizar el sistema del conducto radicular después de la necrosis de la pulpa
dental, permaneciendo suspendidas en el conducto radicular (estado planctdnico) o
adheridas a sus paredes (biopeliculas), llegando a los tejidos apicales provocando
infecciones extrarradiculares y constituyen comunidades microbianas complejas
asociadas a abscesos apicales agudos, biopeliculas extrarradiculares, e infecciones

persistentes (15).

La composicion de las comunidades microbianas asociadas con las infecciones
endodonticas es heterogénea y puede ser modulada por varios factores como la
ubicacion geogréfica, la presencia o ausencia de sintomas y la condicidn clinica

(15).

15.2. Microbiota Del Sistema De Conducto Radicular

Las infecciones endoddnticas ocurren debido a procesos infecciosos asociados a
caries y/o traumatismos dentales. Esto sucede cuando los agentes bacterianos

oportunistas obtienen acceso a la pulpa dental y a los tejidos periapicales (16).
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A diferencia de la cavidad bucal, el entorno de un conducto radicular es Unico porque
es un espacio aislado con morfologias de conducto muy diversificadas, por lo que,
ante una infeccién, la pulpa experimentara un proceso dinamico de pulpitis v,
finalmente, necrosis pulpar (17). La microbiota endodéntico es muy variada y
dependera del conocimiento previo de aquellos microrganismos presentes en el
sistema de conducto radicular de pulpas necréticas infectadas y tratamientos
endoddnticos fallidos. Al dia de hoy se conocen mas de 500 cepas variadas de
bacterias capaces de habitar en la cavidad oral, pero solo se ha aislado un pequefio
grupo de microrganismos de 150 especies declaradas capaces de colonizar el

sistema de conductos (18).

Los canales radiculares individuales producen una media de 5 a 7 especies
diferentes por cada conducto, comunmente encontrados en dientes con
sintomatologia y asintomaticos, provenientes de los siguientes géneros bacterianos,
los cuales frecuentemente son aislados de los conductos radiculares:
Peptostreptococcus (58,3%), Streptococcus (53,3%), Fusobacterium (33,3%),
Prevotella (31,7%), Enterococcus (13,3%), Gemella (13,3%), Staphylococcus (13.
3%), Actinomyces (11,7%), Porphyromonas (11,7%), Clostridium (10%),
Eubacterium (10%), Viellonella (10%), Lactobacillus (8,3%), Propionibacterium
(6,7%), Bacteroides (5%), Cardiobacterium (3,3%) y Tissierella (3,3%). Los géneros
aislados en una ocasion incluian Bifidobacterium, Capnocytophaga, Haemophilus y

Neisseria (18).
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Figura 1. Bioflm en la  superficie radicular, disponible en:

https://personal.us.es/sequrajj/documentos/CV-Art-Sin%20JCR/2015- Endodoncia-

Biofilms-Jaramillo.pdf

15.3. Microorganismos Anaerobios Resistentes

Los diferentes métodos de preparaciéon y desinfeccién que operan en el entorno del
conducto radicular sugieren que ciertas bacterias son mas capaces de sobrevivir y
multiplicarse en el conducto radicular que otras, favoreciendo el crecimiento de
anaerobios obligados en conductos radiculares primarios infectados y el crecimiento

de facultativos en la infeccién endododntica secundaria (18).

25


https://personal.us.es/segurajj/documentos/CV-Art-Sin%20JCR/2015-%20Endodoncia-Biofilms-Jaramillo.pdf
https://personal.us.es/segurajj/documentos/CV-Art-Sin%20JCR/2015-%20Endodoncia-Biofilms-Jaramillo.pdf

Es conocido que la microbiota del conducto radicular de dientes asintomaticos o en
reparacion es diferente a la microbiota de los dientes en procesos inflamatorios
sintomaticos (18). Segun Griffee et al., Hashioka et al. y Gomes et al. indicaron que
puede haber asociaciones significativas entre ciertas especies anaerobias y algunas
caracteristicas clinicas endododnticas (18). Los anaerobios mas frecuentemente
aislados fueron: P. micros (35%), Fusobacterium necrophorum (23%),
Fusobacterium nucleatum (11,7%), P. intermedia/nigrescens (16,7%), P.

gingivalis(6,7%) y P. endodontalis (5%)(18).

15.3.1. Microbiota En Infeccién Primaria

Los conductos radiculares con infeccion endododntica primaria presentan, en su gran
mayoria, colonias de: P. Micros, P. prevoti, F. necrophorum, P.
intermedia/nigrescens, Streptococcus constellatus, Streptococcus anginosus, S.
sanguis, F. nucleatum, Gmella morbillorum, Streptococcus mitis, P. gingivalis, P.
loescheii y Lactobacillus acidophilus (18). Por otra parte, la colonizacién en dientes
pulpar mente necroticos aislados fueron Peptostreptococcus, Prevotella,
porphyromonas, fusobacterium , eubacterium, Actinomyces y Streptococcus

facultativos (18).

15.3.2. Microbiota En Infeccion Secundaria

Debido a la complejidad de la anatomia del conducto radicular y la dificil
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accesibilidad de la instrumentacion; generan un refugio para los microorganismos.
Las bacterias que permanecen en el conducto radicular de la raiz, causan infeccion
persistente y fracaso del tratamiento de conducto (19). Por lo tanto, para lograr una
desinfeccién adecuada, la instrumentacion mecanica debe complementarse con

métodos de irrigacion quimica (19).

Adicionalmente, si el proceso inflamatorio se extiende a los tejidos del periapice,
esto ocasiona lesiones éseas relacionadas con lesion apical, por consiguiente, los
microorganismos y el mecanismo de defensa del huésped interaccionan,
destruyendo una gran cantidad de tejido periapical y dando lugar a los diferentes
tipos de lesion periapical(20). Esto se conoceria como infeccion secundaria o el
absceso apical agudo. Este tipo de lesibn pueden albergar varias especies
bacterianas agregadas entre aerobias, anaerobias facultativas y anaerobias

estrictas dentro de las cuales se agrupan diferentes géneros (20).

Las especies encontradas principalmente fueron: Peptostreptococcus
saccharolyticus,  Peptostreptococcus  tetradius,  Staphylococcus lentus,
Streptococcus salivarius y actinomyces naeslundii (todas ellas bacterias Gram
positivas) Prevotella buccae y especialmente Enterococcus Faecalis predominaron

en los conductos con algun tipo de fracaso endododntico (18).
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1.6. Marco Conceptual

1.6.1. Enterococcus Faecalis

1.6.1.1. Generalidades

El Enterococcus Faecalis es una especie del género Enterococcus, de metabolismo
fermentativo, facultativamente anaerdbico, Gram positivo que no forma endosporas
(21). Este microorganismo contribuye a las fallas endodonticas al alterar las
respuestas del huésped mediante su capacidad de adherirse a las células del
huésped y liberando proteinas que le permiten competir con otras células
bacterianas y suprimir la actividad de los linfocitos (22). La tasa de éxito de la terapia
del conducto radicular en condiciones asépticas varia del 70% al 95% (21). Pero,
de igual manera pose un alto porcentaje de resistencia hasta del 77% en

condiciones asépticas (23).

Figura 2. E. Faecalis, disponible en: https://en.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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El Enterococcus Faecalis esta asociado mayormente a los casos asintoméaticos que
a los sintomaticos y puede sobrevivir en entornos muy duros, con un suministro
deficiente de nutrientes y un pH alcalino alto que llega hasta 11,5 (23). Tiene la
capacidad de crecer como una biopelicula en las paredes del conducto radicular y
como una mono infeccion en los conductos tratados. Sin el apoyo sinérgico de otras
bacterias hace que la alta resistencia a los agentes antimicrobianos sea un

patégeno muy resistente al tratamiento del conducto radicular (23).

La presencia frecuente de Enterococcus faecalis dentro de los canales del conducto
radicular posterior al tratamiento endodontico fallido, lo considera un
microorganismo oportunista cuya presencia significa un problema terapéutico de
gran importancia (24). Cuando el Enterococcus Faecalis se instala en el canal
radicular y sus ramificaciones, comienza una lucha de supervivencia en la cual el
microorganismo es enfrentado a diversos desafios, entre ellos, la presencia de
agentes antimicrobianos utilizados durante la ejecucién del tratamiento y la escasez

de nutrientes del conducto limpio y obturado (24).

Lo anteriormente descrito, lleva a realizar el analisis sobre las causas por las cuales
este microorganismo se encuentra en dientes que requieren la realizacion de un
tratamiento de conducto secundario, lo cual sugiere dos hipotesis. La primera, es
que el Enterococcus Faecalis posee la capacidad de no solo infectar sino, de

colonizar los tabulos dentinarios, por lo que no resulta tan efectiva su eliminacion a
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través de limpieza quimica y mecanica del conducto radicular, debido al diametro
reducido de estas zonas anatbmicas, ademas de la capacidad que presentan estas
bacterias para unirse a las fibras colagenas (24). Por otro lado, el gran potencial de
resistencia que estos cocos presentan al hidréxido de calcio, medicamentos que
ataca a estas bacterias y comunmente utilizado en este tipo de tratamientos

odontologicos (24).

1.6.1.2. Mecanismos de resistencia de E. faecalis

Posee muchos mecanismos de supervivencia en condiciones desfavorables, como
crecer en un ambiente con poco oxigeno, a pH alto, a temperaturas altas, alta
salinidad y en un ambiente pobre en nutrientes (23). Incluso, autores como
Narayanan L y Vaishnavi C, discutieron los mecanismos de resistencia de
Enterococcus Faecalis para vivir en presencia de medicacion intraconducto, como
soluciones de hidroxido de calcio e irrigantes, y hacerlo capaz de escapar de esas

medidas de desinfeccion quimio mecanico (23), como ya se expresé anteriormente.

La capacidad de supervivencia de estas bacterias Gram positivas en condiciones
adversas se debe, ademas de lo mencionado, a los prolongados periodos de
inanicién a los que se ven obligados a experimentar, mismos en los que actian
diversos sistemas de regulacion que le permiten a la bacteria soportar la falta de
nutrientes, los cuales estan controlados por determinados genera, que se activan

ante estas condiciones deplorables para el microorganismo (24).
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No obstante, el Enterococcus Faecalis puede usar liquido del ligamento periodontal
como alimento y formar biopeliculas como proteccion contra la resistencia del
huésped y agentes desinfectantes. Ademas de esos mecanismos, el Enterococcus
Faecalis tiene la capacidad de desarrollar resistencia a los antibiéticos,
especialmente a la eritromicina y azitromicina, y de penetrar en los tabulos

dentinarios y adherirse al colageno (23).

Diversas investigaciones sobre la resistencia del E. faecalis han identificado que, a
un pH de 11,5 o mayor, la bacteria no puede sobrevivir; sin embargo, puede vivir al
ser expuesta a concentraciones menores (24). Debido al efecto buffer de la dentina,
las probabilidades de que el pH alto del hidroxido de calcio alcance los tubulos
dentinarios son muy reducidas, por lo que el Enterococcus faecalis tiene la

capacidad de penetrar a profundidad dicha estructura dental (24).

La pasta de hidréxido de calcio, utilizada en el tratamiento de conducto, por lo
general tiene un pH de 12,3; no obstante, la alcalinidad de la dentina radicular no
excede los 10,3 por lo que después de cubrir conductos radiculares con el hidréxido
de calcio este valor puede disminuir hasta alcanzar un valor de pH 8,5- 9,0, esto a
causa del efecto de taponamiento buffer de la dentina durante la instrumentacion,
valor que no es lo suficientemente alto como para eliminar la presencia del
Enterococcus faecalis (24). Adicionalmente, debido al uso de medicamentos y
agentes irrigantes durante el tratamiento endododntico en sus diferentes etapas, el

Enterococcus Faecalis, se expone a un pH alcalino, lo que ocasiona una respuesta
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de estrés por parte de la bacteria, que a su vez mejora la supervivencia del mismos,
incluso a concentraciones consideradas letales, convirtiéndolo en un

microorganismo resistente (24).

A pesar de los mecanismos de resistencia expuestos con antelacion, es necesario
mencionar que la variacion de esta resistencia puede estar relacionada con la
existencia de diferentes cepas de este microorganismo, es decir, pueden generarse

variaciones mas resistentes del Enterococcus Faecalis (24).

1.6.2. Irrigantes en endodoncia

1.6.2.1. Objetivo de lairrigacién

El principal propésito de la irrigacion es la completa remocion del tejido pulpar y los

microorganismos que se alojan en los conductos radiculares de los dientes tratados

endoddnticamente, asi como también la eliminacion del Smear-layer formado

posterior a la
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instrumentacién de los canales radiculares (25). La literatura ha demostrado que la
instrumentacién mecdanica no resulta del todo efectivo para la eliminacion de estos
restos de tejido radicular, encontrando que el 35% del conducto radicular se
encontraba intacto después de ser tratado por medio de instrumentacién manual,
por lo que se requiere la ayuda la implementacion de un irrigante que ofrezca la
posibilidad de remover estos restos, ademas de eliminar microorganismos

presentes y sus endotoxinas (25).

1.6.2.2. Acciones deseadas de los irrigantes

A lo largo de la historia, se han sugerido y estudiado innumerables compuestos
acuosos como irrigantes de los canales radiculares, dentro de las cuales se
encuentran sustancias altamente toxicas y alérgicas como el formaldehido, hasta el
cloruro de sodio o solucién salina (24). El irrigante ideal debe poseer ciertas
propiedades que permitan alcanzar el éxito del tratamiento endoddntico y evitar su
fracaso a largo plazo, dentro de las cuales cabe resaltar las relacionadas a
continuacion:

Amplio espectro y eficacia antimicrobiana.

Inactivacion de endotoxinas.

No téxico, no caustico para el periodonto.

Eliminacion de restos de tejido pulpar necrotico
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Baja posibilidad de causar respuesta anafilactica (24)

1.6.2.3. Sistemas de irrigacién

Existen diversos métodos utilizados para la activacion de las soluciones
intraradiculares con el fin de poder mejorar la efectividad del irrigante. Este tipo de

sistemas se pueden clasificar en dos categorias (24).

Técnicas manuales: dentro de las cuales se encuentran la irrigacion con presion
positiva o PPI, que se efectlia por medio de una jeringa y una aguja de irrigacion
endodontica, la agitacion manual con ayuda de un cono de gutaperchas y los

cepillos (24).

Técnicas de agitacion por medio de dispositivos: destacando las limas rotatorias

plasticas, la presion apical negativa, laser y los métodos sénicos y ultrasénicos (24).

Dentro de los factores a tener en cuenta para la irrigacion endodoncia, es posible
mencionar, su capacidad para llegar a la totalidad del conducto radicular
espacialmente al tercio apical, y la facultad para alcanzar areas que no han sido

instrumentadas por los elementos del método mecanico (24).
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Figura 3. Pasos para una irrigacion, Tomada de Ingle J. Endodontics. 4ta edicion,

1994

1.6.2.4. Irrigantes utilizados en el tratamiento endodontico

Dentro de las sustancias irrigantes se encuentran los siguientes:

Haldégenos: Solucion de hipoclorito de Sodio, con concentraciones que pueden

variar entre el 0.5% al 5.25%.

Quelantes: EDTA al 17% (&cido etilendiaminotetraacético) y el acido citrico con

concentraciones entre el 10-50%.

Otras soluciones: como el alcohol, suero fisiolégico, agua destilada, peroxido de

hidrégeno, Clorhexidina al 2%, cloroformo y MTAD (Tetraciclina y acido citrico) (24).
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1.6.3. Hipoclorito de Sodio

1.6.3.1. Generalidades del hipoclorito de sodio

Es una sustancia irrigante usada constantemente como un desinfectante en el
tratamiento de conducto debido a su efectividad al momento de disolver el tejido
radicular y los microorganismos presentes en esta estructura anatémica, ademas
de lubricar el conducto (19)(24) La preparacion quimico-mecanica del conducto
radicular se proporciona gracias a la instrumentacién mecanica y a la irrigacion
quimica. Estos puntos son cruciales para disminuir la poblacion bacteriana. La
instrumentacion mecénica por si sola no es suficiente para lograr una desinfeccion
eficaz, por lo tanto, hay que centrarse en la reduccién de las bacterias intraconducto

(19)

El hipoclorito de sodio (NaOCL) tiene actividad antimicrobiana de amplio espectro.
Puede destruir rapidamente las bacterias, las endosporas, los hongos, los protozoos
y algunos virus (como el VIH, el rotavirus, el VHS-1y -2 y los virus de la hepatitis A
y B) (26). Pueden ser necesarias concentraciones elevadas para eliminar los bacilos
acidorresistentes y las esporas bacterianas. Lo ideal es que los irrigantes destruyan
los microorganismos y neutralicen sus productos sin dafiar los tejidos del huésped.
Por lo tanto, la concentracion deseable debe ser aquella que posea una baja

toxicidad y efectos antibacterianos adecuados (26).
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16.32. Mecanismo de accion del hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio presenta un equilibrio dinamico, tal y como se muestra en la
siguiente reaccion (27):

NaOCl+H O«—NaOH+HOCI—Na+ - +OH +H +0OClI

Hipoclorito de sodio

NaClO

. A
oG | — d ©.°

Cloro

- -
Sodio
o .
|

Figura 4. Formula quimica del Hipoclorito de Sodio, disponible en:

https://www.google.com/search?q=formula+del+hipoclorito+de+sodio&sxsrf=ALeK

k0360Q0VUOANDpcBnrJzIZgBEyYOO03A:1623795750554&source=Inms&tbm=isch&

sa=X&ved=2ahUKEwjXv5]H1prxAhWOTDABHZ3TDIMQ_AU0AXOECAEQAW&DI

w=1366&bih=625#imgrc=V_a8YQMs-w4StM

El hipoclorito de sodio actia como disolvente de los acidos grasos organicos y

degradantes de la grasa, transformandolos en sales de acidos grasos (jabon) y
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glicerol (alcohol) que reduce la tension superficial de la solucion restante (27).
También neutraliza los aminoacidos formando agua y sal (reaccién de
neutralizacion). Con la salida de los iones hidroxilo, se produce una reduccion del

pH (27).

El acido hipocloroso, sustancia presente en la solucion de hipoclorito de sodio, al
entrar en contacto con los tejidos organicos actia como disolvente y libera cloro
que, combinado con el grupo amino de las proteinas, forma cloraminas (reaccion de
cloraminacion) que interfieren en el metabolismo celular (27). El &cido hipocloroso
(HOCI-) y los iones de hipoclorito (OCI-) provocan la degradacion e hidrolisis de los
aminoacidos. El cloro (un fuerte oxidante) presenta una accion antimicrobiana que
inhibe las enzimas bacterianas y provoca una oxidacion irreversible de los grupos

SH (grupo sulfhidrilo) de las enzimas bacterianas esenciales (27).

El hipoclorito de sodio es una base fuerte (pH > 11), que a una concentracion del
1%, el presenta una tension superficial igual a 75 dynes/cm, una adhesividad igual
a 0,986¢P, una conductividad de 65,5mS, una densidad de 1,04 g/cm3 y una
capacidad de humectacion igual a 1h y 27min. Su mecanismo de accion
antimicrobiana puede ser observado verificando sus caracteristicas fisico-quimicas
y Su reaccion con el tejido organico (27). La eficacia antimicrobiana del hipoclorito
de sodio esta basada en su elevado pH (accion de los iones hidroxilo), que es similar

al mecanismo de accion del hidroxido de calcio (27).
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1.6.3.3. Actividad antifungica

Los hongos hacen parte de la microbiota oral. Dado que los hongos pueden estar
implicados en los casos de infecciones persistentes y secundarias asociadas a
lesiones periradiculares recalcificantes, el espectro de actividad antimicrobiana de
los medicamentos e irrigantes endoddnticos debe incluir estos microorganismos
(27). Por lo tanto, las estrategias con medicamentos que tienen eficacia antifiungica
pueden ayudar a tratar con éxito las infecciones endodonticas persistentes o

secundarias causadas por hongos (27).

1.6.3.4. Toxicidad del NaOCL

El hipoclorito de sodio tiene un pH de 11-12 aproximadamente y cuando entra en
contacto con las proteinas de los tejidos anatémicos, se forma nitrégeno,
formaldehido y acetaldehido en poco tiempo y se rompen los enlaces peptidicos, lo
que provoca la disolucion de las proteinas (27). Durante el proceso, el hidrogeno de
los grupos amino (-HN_) se sustituye por cloro (-NCI_) formando asi cloramina, que
desempenfia un papel importante en la eficacia antimicrobiana. El tejido necroético y
el pus se disuelven asi y el agente antimicrobiano puede alcanzar y limpiar mejor
las zonas infectadas (27). Un aumento de la temperatura de la solucion, mejora
significativamente los efectos antimicrobianos y de disolucion de tejidos del
hipoclorito de sodio. Como consecuencia de estas propiedades, el NaOCL es muy

toxico en concentraciones elevadas y tiende a inducir irritacion tisular al contacto
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(27).

1.6.3.5. NaOCL y biopelicula.

Se conoce como biofilm a las capas finas de microbios que pueden darse en
diversas estructuras superficiales en la naturaleza. Las bacterias que flotan
libremente en un entorno acuoso, los llamados microorganismos plancténicos, son
un requisito previo para la formacion de biofilm. Asi pues, estas peliculas pueden
establecerse en cualquier sustrato de superficie organica o inorganica en el que
predominen los microorganismos plancténicos en una solucion acuosa (27)

En el contexto dental, las bacterias libres en la saliva (organismos plancténicos),
son la fuente principal para la organizacion de esta biopelicula especifica; sin
embargo, en endodoncia, el concepto de biofilm ha recibido hasta ahora una
atencion limitada. Se ha discutido principalmente en el marco de las apariciones
bacterianas en las puntas de las raices de los dientes con pulpas no vitales, también
se ha pensado que estas agregaciones bacterianas son la causa de la periodontitis
apical resistente al tratamiento; no obstante, las comunidades microbianas que
crecen en las biopeliculas son notablemente dificiles de erradicar con agentes
antimicrobianos y los microorganismos de las biopeliculas de matriz pueden ser
notoriamente resistentes por razones que aun no se han explicado adecuadamente
(27). Existen informes que demuestran que los microorganismos cultivados en
biofilm pueden ser 2-1.000 veces mas resistentes que la forma plancténica

correspondiente (27).
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1.6.4. Nanoparticulas (NP’s)

La nanotecnologia tuvo sus inicios en la década actual como un campo de rapido
crecimiento con numerosas aplicaciones de las ciencias biomédicas, especialmente
por sus caracteristicas antibacterianas(28). Las nanoparticulas son de gran valor,
pues debido a su forma y su tamafio son capaces de alcanzar superficies
intratubular mayores (2,4 y 2,9 um), ademas de ello, posee gran interaccion con las
paredes bacterianas debido a su tamafo, generando dafio tisular por medio de
canalizacion de peréxido de hidrégeno por medio de radicales libres capaces de
destruir la bacteria (29). Sin embargo, este proceso de destruccién y accion
bactericida puede verse alterado por la presencia de un pH neutro fisiologico de 7.0,
es decir, que esta accion bactericida especifica actia solamente a expensas de

medio acido(29).

Aunque, es comparado por su accion bactericida con el hipoclorito de sodio al 5.25%
y es efectivo contra gran variedad de especies incluida la Enterococcus Faecalis, y
es precisamente por poseer estas propiedades que se ha propuesto para ser un
nuevo irrigante endodontico con menos toxicidad que los ya utilizados para el

tratamiento de conducto(29).
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1.6.4.1. Clasificacién de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas actualmente se clasifican segun su origen, su dimension y su
configuracién estructural. Por su origen encontramos particulas naturales como
plata, cobre y artificiales como chitosan y grafeno, por su dimensién: cero
dimensionales o0 nano estructuras, uni dimensionales o nanorods y bidimensionales
o de particulas finas y finalmente, por su configuracién estructural, encontramos
nanoparticulas basadas en carbén grafeno y metalicas como 6xido de hierro, plata

y dendrimeros (8).

Las NP’s poseen un tamafio de aproximadamente 100 nm y pueden ser de forma
cubica, esférica o de aguja y poseen una superficie activa con capacidad quimica y
actividad bioldgica, lo que permite que las nano moléculas puedan interactuar con
la membrana de los microorganismos de manera muy cercana (30). La forma de
estas puede afectar de manera negativa su actividad contra algunos
microorganismos como la E. Coli, donde las placas de forma triangular demostraron

una mejor actividad biocida que las particulas con forma de espada o esférica (30).

Las nanoparticulas ofrecen la posibilidad de alterar su carga superficial, dando lugar
a caracteristicas fisicas y quimicas como la hidrofobicidad (30). Adicionalmente, la
susceptibilidad que las bacterias pueden presentar ante las NP’s, depende de varios
factores, como, por ejemplo, el tipo y tamafio de la nanoparticula, la concentracién celular,

el medio donde crecen los microorganismos y la cepa bacteriana (30). Por lo general, los
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microorganismos de tipo Gram negativos, resultan ser mas resistentes al efecto de las NP’s

que las Gram positivas (30).

«Natural: Silver, Copper
= Artificial/Synthetic:
Chitosan, Graphene

+ Zero-dimensional or

nanostructures
*One-dimensional or
CLASSIFICATION nanorods

* Two-dimensional or thin
films

* Carbon-based NPs:
Graphene

*Metal; Iron oxide, Silver

* Dendrimers

Fig. 1 Classification of Nanoparticles

Figura 5. Clasificacién de las nanoparticulas (28).

Cada nanoparticula en la actualidad posee las caracteristicas adecuadas con
accion bactericida, aunque algunas poseen potencial de accion reducido o
inhibiciones por medios de accion estas se encuentran en estudio y varios tipos de
nuevas tecnologias mas con el fin de complementar a la ciencia un irrigante ideal

que cumpla plenamente las exigencias (8).
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1.6.4.2. Mecanismo De Accion.

Destruccion fisica

El mecanismo de accion de la NP's se basa en crear una capa superficial alineada
sobre la superficie en la que se aplica, formando una barrera unificada enlazada con
puntas activas punzantes, al aplicar la solucién liquida y al dejar secar. Estas
pequeiias nano espadas alineadas establecen una barrera la cual atrae a los
microorganismos por accion idnica activa y punzando de forma fisica la pared
celular generando su destruccion inmediata. Debido a esto, el microorganismo no
tendria la oportunidad de generar inmunidad ante el agente el cual trabaja con un

mecanismo de destruccion fisica (8).

1.6.4.3. Interaccién electrostatica

Como sabemos las cargas negativas y positivas se atraen, la carga positiva de las
nanoparticulas reacciona con la superficie de carga negativa de los
microorganismos, lo que lleva a la acumulacion de nanoparticulas en la superficie
de la célula bacteriana. Estas cargas positivas se adhieren eficazmente a la
membrana celular, o que provoca la alteracion de la estructura de la pared celular
lo que conduce a un aumento de la permeabilidad de la célula, lo que permite la
entrada de mas y més nanoparticulas dentro de la bacteria, provocando la fuga del

contenido celular y su destruccion (8).
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Por otro lado, las sintetizadas con biopolimeros ofrecen un tiempo de liberacién
mucho mayor, lo que favorece la propiedad antimicrobiana, entre otras. El
quitosano, es considerado el segundo biopolimero mas abundante y se obtiene al
eliminar el grupo acetilo de la quitina en la formula quimica, convirtiéndose en un
polimero no téxico, biodegradable, biocompatible con libertad de utilizacion en las
areas biomédicas y farmacéuticas (30). Este biopolimero es soluble en soluciones
con un pH acido-neutro, permitiéndole unirse a superficies mucosas y posee carga

positiva (30).

1.6.4.4. Homeostasis de iones

La homeostasis de iones depende del equilibrio de los iones metalicos presentes en los
microbios. Alterando la cantidad de los mismos provocando un dafio irreversible de la
mitosis; la muerte del microbio es causada por el exceso de NP’s metalicas, que

interrumpen esta importante funcién (8).

1.6.45. Produccién de especies reactivas de oxigeno

Las NP’s acceden a la membrana celular del microorganismo y provocan la
liberacién de oxigeno, se produce un estrés oxidativo en la célula que inicia un
ataque al microbio. Debido a este ataque, la respiracion y la produccion de ATP

disminuye, lo que provoca la ruptura de la membrana celular (8).
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1.6.4.6. Disfuncidon de proteinas y enzimas

Las NP’s causan una formacién de carbonilos que estdn unidos a las proteinas
,catalizando o destruyendo el proceso oxidativo de la cadena de aminoécidos, lo
gue provoca la degradacién de las proteinas, la inactivacion de varias enzimas y la
interrupcion de la actividad catalitica se basa en la 'nano catalisis' mediada por 6xido
de hierro mediante la cual el H 2 O 2 se une a la nanoestructura del éxido de hierro
con la posterior activacion del H 2 O 2 por iones férricos y ferrosos in situ, generando
radicales libres. Es importante destacar que se encontré que este mecanismo
depende del pH, por lo que la catalisis se activa a un pH acido, pero se inhibe a un

pH fisiolégico por encima de 7.0 (8).

1.6.4.7. Genotoxicidad e inhibicién de la transduccién de sefiales

Debido a sus propiedades eléctricas, las NP’s interactiian con las particulas de acido
nucleico, lo que provoca una influencia negativa en el proceso de replicacion del
ADN cromosomico y plasmidico lo que da lugar a la inhibicion de la transduccion de

sefales esenciales para la bacteria (8).
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1.6.5. Nanoparticulas en el uso odontolégico

Actualmente, existe un gran interés en la utilizacion de las NP’s como un agente
bactericida para el control de posibles infecciones a nivel de la cavidad oral, debido
a sus diversas y favorables caracteristicas (30). Existen diversas investigaciones
sobre el uso de las nanoparticulas antimicrobianas en tratamientos protésicos
(recubrimiento) y como agente de uso, topico; sin embargo, en lo relacionado a

tratamiento de conducto, la informacion es muy limitada (30).

Los microorganismos propios de los conductos radiculares tienen la capacidad de
generar un biofilm en los tdbulos dentinarios, que oscilan entre 1 y 5 micrones de
diametro, aproximadamente, por ende, la capacidad de penetrar en estas zonas
anatémicas que deben poseer los antimicrobianos resulta ser un factor clave en el
éxito y longevidad terapéutica (30). La nanoparticula de uso odontolégico cumple
con 5 caracteristicas fundamentales, que debe tener un agente irrigante ideal.
Segun el fabricante deben presentar; efectividad antimicrobiana, seguridad,
duracion o sustantividad, no crear resistencia en los microorganismos y ser

responsable con el medio ambiente (31).
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1.6.5.1 Nano robots

Durante los ultimos 20 afios, se ha venido efectuando un progreso de la
investigacién en nano robdtica, la cual puede ser aplicado en varios campos como
la medicina clinica. Los nano robots se definen como aditamentos mecénicos de un
tamafio o escala micrométrica que se controlan por medio de programacién para la
realizacion de ciertas acciones especificas(32). El primero robot programable que
ha sido reportado en el area industrial fue el 'Unimate' (Unimation, Inc., EE. UU.)
que se us6 en la industria automotriz en el aflo 1961. Posteriormente, en el afio
1988 se utilizé la Maquina Universal Programable para Montaje 200 (PUMA 200,
Westinghouse Electric, Pittsburg, PA, EE. UU.) en medicina cuyo propdsito fue

alinear una aguja durante el proceso de toma de biopsias neuroquirargicas(33).

En las areas de la odontologia general, implantologia, rehabilitacion oral e incluso
en promocion de salud oral y prevencion de la enfermedad se ha utilizado la
nanoroboética. Por ejemplo, en la practica de implantologia dental se ha
comercializado el uso de “Yomi’ (Neocis, Miami, Florida, EE. UU.). No obstante, para
el gremio odontolégico puede ser dificil acceder este tipo de iniciativas
tecnoldgicas(33). El cientifico realizo una revision mediante la cual se logro explicar
con mayor detalle sobre las posibilidades de robdtica en odontologia, evidenciando

la carencia de un enfoque sistematico claro (33)(34).
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1.6.6. Biospada 60

La biospada 60 es una nanoparticula de cloruro de benzalconio modificada con
(trimethoxysilyl) propyl dimethyl octadecyl ammonium chloride 0.75% es un
desinfectante de revestimiento de superficies en areas domésticas y areas de bafio
(35) cuyo mecanismo de accion consiste en la atraccion electrostatica bacteriana y
formacién de estructuras fisicas en forma de puas que ejercen presion sobre la
membrana de las bacterias ocasionando la muerte de las misma por medio fisico

(36).

1.7. Marco Legal

Segun lo establecido en el articulo 11 de la Resolucion 8430 de 1993(37), creada
por el Ministerio de Salud y Proteccién Social de la Republica de Colombia, la cual
dicta los lineamientos cientificos, técnicos y administrativos para la realizacion de
investigacion en salud dentro del territorio colombiano, el presente proyecto es
considerado un estudio de riesgo bajo, pues para el estudio in vitro, se utilizaran

premolares previamente extraidos bajo indicacion médica.
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1.8.Objetivos

1.8.1. Objetivo General

Establecer la efectividad antimicrobiana in vitro de la nanoparticula Biospada vs
NaOCL al 5.25% como agente irrigante en el sistema de conductos radiculares

utilizando la cepa de Enterococcus Faecalis.

1.8.2. Objetivos Especificos

Determinar la accién bactericida de la nanoparticula Biospada 60

Especificar la accion bactericida del NaOCL al 5.25% combinado con Biospada 60

Describir la accion bactericida de la nanoparticula Biospada 60 mas NaOCL al

5.25% después de un periodo de tiempo de incubacién de 20 dias.
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2. Aspectos Metodolbgicos

2.1.. Tipo de estudio

La presente investigacion es un estudio experimental in vitro.

2.2.0bjeto de estudio
Corresponde a conductos radiculares de dientes extraido bajo previa indicacion por
parte del profesional en salud, bajo indicaciones ortodénticas. Fueron decoronados
y preparados al interior del conducto radicular, obedeciendo a 40 tubos de dentina

de premolares humanos extraidos

2.3. Material objeto de estudio
Conductos radiculares instrumentados y barro dentinario (Smear layer) o detritos
derivados del proceso de instrumentacion endodontica que permita identificar el

recuento de Enterococcus Faecalis

2.4. Unidad de observacioén

UFC Unidades formadoras de colonias de la cepa Enterococcus Faecalis

2.5.Muestra y muestreo
La muestra de la presente investigacion corresponde a n=40 (tubos de dentina), que
segun el estudio del Holand et al del 1999, Se estableci6 la caracterizacion de los

tubos de dentina (38). Para este estudio, fueron obtenidos de premolares humanos
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extraidos bajo indicacién ortodontica que cumplieron con los criterios de seleccion
del estudio, establecidos por los investigadores, por lo que el muestreo efectuado

es intencional o por conveniencia.

2.6. Criterios de selecciéon del estudio

2.6.1. Criterios de inclusion
Premolares humanos extraidos por indicaciones ortodonticas
Dientes permanentes con apices radiculares formados

Premolares de Individuos de entre 16 a 26 afios hombres o mujeres.

2.6.2. Criterios de exclusion.
Dientes deciduos
Dientes permanentes con apices abiertos

Dientes con tratamiento endodéntico previo
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2.7. Procedimiento

Se realiz6 un estudio experimental in vitro en el centro de investigacion odontolégica
de la Universidad Javeriana con el apoyo del profesional en bacteriologia Jean

Carlos Villamil Poveda.

La muestra obedecié a n=40 tubos de dentina obtenidos de premolares humanos
extraidos por indicaciones ortoddnticas con apices radiculares completamente
formadas de individuos de entre 16 a 26 afios con previo consentimiento por parte
del especialista o IPS que los suministr6 (ver anexo 1.), los cuales fueron
trasladados en un medio de transporte: Timol al 0,2% para luego ser irrigados con
solucién salina. Posteriormente fueron inmersos por un tiempo de 15 minutos en
solucién de hipoclorito de sodio al 5,25% con el fin de desinfectar la pieza dental y
remover cualquier vestigio de restos de tejido organico para el posterior estudio. El
personal que manipulo las muestras utilizo precauciones universales, es decir, uso

de guantes de latex, gafas de proteccién y mascarillas antes de la instrumentacion.

2.7.1. Preparacion de espécimen (Tubos de dentina):
Se realiz0 la preparacion de los espécimenes (40 tubos de dentina), de la siguiente
manera; se decoronaron los dientes y se elimind apice con disco de carburo
conservando una longitud promedio de los tubos de dentina de 10 mm.
Posteriormente, se permeabilizaron los conductos radiculares con lima tipo k

preserie No. 10 y se preparé hasta lima No. 60, conicidad 0,02% utilizando
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instrumentos manuales (Flexo Files, Dentsply Maillefer). Luego, se continué con
fresa pesso No 1 y No 2. Después de la instrumentacion, todos los conductos
radiculares se irrigaron con 1 ml de solucion salina para inactivar la accién del
NaOCL hipoclorito de sodio y se esterilizaron en auto clave a 30 psi, 121° C por 30

minutos.

2.7.2. Inoculacién bacteriana:

Se realiz6 sellado en tercio apical con ionédmero de vidrio. Posteriormente, se llevé
a inoculacién con 10-°* ml de la cepa Enterococcus Faecalis la cual fue
proporcionada por el Centro de Investigaciones Odontolégicas CIO, el vial
congelado a -80, que contenia el microorganismo fue descongelado a temperatura
ambiente y se transfiri6 el contenido a 5 ml de caldo BHI y se incub6 a 37°C por 24

horas.

A partir del crecimiento bacteriano obtenido en el caldo, se tomaron
aproximadamente 10 ul, se depositaron en una placa de agar sangre y se sembro
por agotamiento, la placa se incubé a 37°C por 24 horas, transcurrido el tiempo de
incubacion se verificO pureza del cultivo por medio de morfologia colonial y

coloraciéon de Gram.

Para la formacion de Biofilm tubos de dentina. Se dio. a partir del crecimiento

bacteriano de Enterococcus Faecalis en agar sangre, se tomaron UFC y depositaron
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en 10 ml de caldo BHI, hasta llegar a una turbidez 0,5 de MacFarland, los tubos de
dentina se depositaron en los 10 ml de BHI que contenia la suspension bacteriana
e incubaron a 37°C, cada tercer dia se hizo recambio de medio, se retiraron 5 mly
pusieron 5ml de BHI nuevo hasta completar 21 dias en incubadora L-C
INCUBATOR/LAB-LINE ( Ver Anexo 6.), llevando a cabo todo el procedimiento bajo
la cabina de seguridad biolégica clase Il tipo 2-a, adecuadas para la manipulacién
de citostéticos de acuerdo a la norma NSF49 standard y también cumpliendo con
las siguientes normativas internacionales: 1ISO9001 1SO14001 1S0O13485 CE,

generando proteccién al personal, al producto y al ambiente (ver Anexo 7).

Se realizd, la dilucion del agente BIOSPADA 60 con el fin de bajar la concentracién
de la nanoparticula (trimethoxysilyl) propyl dimethyl octadecyl ammonium chloride
0.75% al 0,008% con la formula V1. C1=V2.C2. Después, se estabilizo cada tubo
de dentina en gradillas para muestras de laboratorio y se realizaron los protocolos

de irrigacion. La muestra se dividié en cuatro grupos (A-D):

2.7.3. Protocolo de Irrigacion:
Para GRUPO A: n=10 tubos de dentina inoculados se les realizé irrigacion total con
40 ml de hipoclorito de sodio NaOCL al 5.25% con aguja gauge 27 apertura lateral
(ENDO EZE Ultradent®), una por cada espécimen. Se realizé activacién con equipo
sbénico por un minuto con puntas endoactivator No. 25 por cada 5 ml aplicados,

succionando los excesos con pipeta.
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Para GRUPO B: n=10 tubos de dentina inoculados se les realiz6 irrigacion total con
40 ml de solucion de Biospada (trimethoxysilyl) propyl dimethyl octadecyl
ammonium chloride 0.008% con aguja gauge 27 apertura lateral (ENDO EZE
Ultradent®) una por cada espécimen. Se realizd activacion con equipo sonico por
un minuto con puntas endoactivator No. 25 por cada 5 ml aplicados, succionando

los excesos con pipeta.

Para GRUPO C: n=10 tubos de dentina a los que Se realiz6 irrigacion total con 40
ml de hipoclorito de sodio NaOCL al 5.25%, alternado con BIOESPADA 60 de
(trimethoxysilyl) propyl dimethyl octadecyl ammonium chloride 0.008% (20 ml por
cada solucion irrigante). Con aguja gauge 27 apertura lateral (ENDO EZE
Ultradent®) una por cada espécimen. Se realiz0 activacion con equipo sonico para
cada solucion irrigante, por un minuto con puntas endoactivator No. 25 por cada 5
ml aplicados de hipoclorito de sodio, luego se inactivo con 1 ml de PBS (solucion
salina) para continuar con 5 ml de la solucion irrigante BIOESPADA 60 y activacion
con equipo sénico por un minuto. Hasta completar los 40 ml totales de soluciones

irrigantes. succionando los excesos con pipeta

El GRUPO D: n=10 tubos de dentina que representd los controles positivos de

estudio que fueron infectados con la cepa  Enterococcus Faecalis durante dos

semanas sumergidos en el caldo de cultivo.
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2.7.4. Recopilacion de la muestra

Finalmente, se extrajo cada muestra con limas tipo k No. 70 (Flexo Files, Dentsply
Maillefer) y simultaneamente se evaluaron los tubos de dentina mediante agitacion
mecanica con voértex (ver Anexo 8.) para posterior cultivo en agar sangre por 8 dias,
gue permitié determinar crecimiento bacteriano a las 48 horas a una temperatura

de 37° y obtener el recuento de unidad formadora de colonia (UFC).

Para el procedimiento, por medio de pinzas algodoneras se transfirié cada lima en
un tubo eppendorf de 1,5 ml que contenia 1 ml de PBS y un tubo de dentina un
tubo eppendorf de 1,5 ml que contenia 1 ml de PBS. Cada tubo se homogenizé por
un minuto en agitacion mecanica con Vortex, con la finalidad de desprender las
bacterias que estuviesen adheridas a la superficie de la lima y para favorecer la
salida de los microorganismos que pudiesen estar presentes en la morfologia

interna del sistema del conducto radicular de cada tubo de dentina.

Se tomaron 0.1 ml (100ul) y se depositaron en una placa de agar sangre. Con ayuda
de un rastrillo el volumen depositado fue esparcido homogéneamente sobre la
superficie del agar. A continuacion, las placas se incubaron a 37°C por 48 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion, las placas de agar se retiraron de la
incubadora y se observOo si hubo o no crecimiento microbiano; en caso de
crecimiento positivo se realizé el recuento de UFC. Para el grupo control se

realizaron diluciones seriadas en base 10 (10-1, 10-2, 10-3, 10-4).
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Figura 6: Esquema protocolo recopilacion de muestras. Creada en el programa

Biorender.com

2.7.5. Protocolo de Visualizacion en la microscopia electrénica de
barrido:

Para el grupo control, se realizd divisidn de un tubo de dentina de manera vertical,

luego se inoculo con la cepa de Enterococcus Faecalis, y cada segmento paso por

un protocolo de fijacién, deshidratacion y Metalizado (Au-SP), el cual consiste en un

Proceso de Recubrimiento con Oro empleada para mejorar la conductividad de las

muestras, denominado también Sputtering:
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2.75.1. Fijacion:

a) Se sumergio la muestra en una solucién de glutaraldehido 2,5% de 1 a
48 horas. Se utilizé tubo con (Viales) de 2 ml.
Si realizo diluciéon de glutaraldehido con PBS. Al ser una muestra
aglomerada o precipitada, fue importante resuspender en la solucién de
glutaraldehido para que todas las células tengan buen contacto con la
solucién. Después de completar el tiempo requerido, como la muestra se
encuentra resuspendida, se centrifugo para poder retirar la solucién de

glutaraldehido sin perder muestra.

b) Se realiz6 un minimo de 3 lavados con agua destilada para eliminar las

sales.

2.7.5.2. Deshidratacion:

c) Se sumergio la muestra en etanol al 70% durante 30 minutos

d) Se sumergio6 la muestra en etanol al 90% durante 30 minutos

e) Se sumergio la muestra en etanol al 100 % durante 30 minutos

f) Se cambi6é nuevamente la muestra a etanol al 100% y se dej6é en etanol.

Se dejo en esta solucion para entregarla al centro de microscopia.

2.7.5.3. Metalizado:
Uno de los requisitos para observar muestras en el MEB (SEM) (en alto vacio) es

gue sean conductoras de corriente eléctrica, para que no se carguen causando la
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desviacion del haz de electrones. Entonces, si la muestra no es conductora se le
debe aplicar un recubrimiento con un material conductor, como el carbono o el oro.
El metalizador Desk® IV proporciona un recubrimiento de grano fino (100A)

uniforme y conductor, en un solo ciclo de revestimiento (ver Anexo 9).

Técnica de recubrimiento con oro:

Consiste en el depdsito de una pelicula fina de oro u oro-paladio sobre la muestra,
en condiciones de baja presion (10-4 Torr). Esta técnica se emplea para la obtencién
de imagenes de electrones secundarios, ya que el oro es uno de los materiales que

origina mayor emision, conduciendo a mejores resultados.

El anterior protocolo fue suministrado por Centro de Microscopia Micro Core de la
Universidad de los Andes y finalmente, se ejecutd la visualizacibn mediante

Microscopio de haz de iones focalizado — Tescan (modelo Lyra 3), (ver Anexo10).

2.7.6. . Instrumento de recoleccion de datos

Para la presente investigacion se disefié un instrumento de recoleccién de datos
(ver anexo B) que permitié recopilar la informacién sobre la cantidad de
microorganismos encontrados en cada uno de los cuatro grupos a evaluar después

de haberse realizado el proceso de irrigacion con las sustancias a estudiar

2.7.7. Variables
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Dentro de las variables de la presente investigacion se encuentran:

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

Operacionalizacion de

variables
Escala Valor
Variable Definicion Tipo Naturaleza de que
medicion asum
e
El irrigante ideal debe
poseerciertas
propiedades dentro de .
las cuales cabe HIPOCLORI
resaltar las TOAL
Tipo relacionadas a Nominal 5,25% -
de continuacion: Independient| Cualitativa | politbmi | BIOSESPA
Irrigan - Amplio espectro y e ca DA
te eficacia 125 -
antimicrobiana BIOSESPA
- Inactivacion de DA 125 +
endotoxinas. HIPOCLORI
- No toéxico, no caustico TOAL
para elperiodonto. 5,25%

- Eliminacion de
restos detejido
pulpar necratico.
- Baja posibilidad de
causarrespuesta

anafilactica
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capacidad que posee

un compuesto para Media y
Efectivida | eliminar la proliferacion | Dependiente | Cuantitativa| discreta | desviaci
d y supervivencia de las on
antibacteri bacterias en estanda
ana determinadolugar r
microorganismo
mas aislado que se
presenta con mayor
frecuencia en los casos
de fracaso de la terapia
endodontica, pues tiene
la capacidad de penetrar
Presenci y sobrevivir dentro Media y
adeE de los tubulos Dependiente | Cuantitativa| discreta | desviaci
faecalis dentinarios y formar una on
biopelicula en las estanda

paredes del conducto
radicular, penetrando en
el tubulo dentinal cerca
de la pulpa y de la unién
esmalte/cemento,
aproximadamente 0.95y
2,5 milimetros,

respectivamente (4).

r
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2.8. Consideraciones éticas

De acuerdo con la clasificacion planteada en el Articulo 11 de la Resolucion N°
008430 de 1993 (expedida por el Ministerio de Salud de Colombia), y a la
Resolucién 2378 de 2008” (expedida por el Ministerio de la Proteccion Social) (37)
o Investigacion con riesgo minimo: Son estudios prospectivos que emplean el
registro de datos a través de procedimientos comunes consistentes en: examenes
fisicos o sicolégicos de diagndstico o tratamientos rutinarios, entre los que se
consideran: pesar al sujeto, electrocardiogramas, pruebas de agudeza auditiva,
termografias, coleccion de excretas y secreciones externas, obtencion de placenta
durante el parto, recoleccion de liquido amnio6tico al romperse las membranas,
obtencion de saliva, dientes deciduales y dientes permanentes extraidos por
indicacion terapéutica, placa dental y célculos removidos por procedimientos
profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin causar desfiguracién, extraccion
de sangre por puncién venosa en adultos en buen estado de salud, con frecuencia
maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de 450 ml en dos meses
excepto durante el embarazo, ejercicio moderado en voluntarios sanos, pruebas
sicoldgicas a grupos o individuos en los que no se manipulara la conducta del sujeto,
investigacibn con medicamentos de uso comun, amplio margen terapéutico y
registrados en este Ministerio o su autoridad delegada, empleando las indicaciones,
dosis y vias de administraciones establecidas y que no sean los medicamentos que

se definen en el articulo 55 de esta resolucion (37).
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2.9. Andlisis estadistico.

2.9.1. Andlisis univariado

El analisis univariado de la presente investigacion se efectu6 mediante en analisis
de medidas de tendencia central para aquellas variables de naturaleza cuantitativa,
es decir, la efectividad antibacteriana y la presencia del Enterococcus Faecalis;
mientras tanto, la variable de naturaleza cualitativa denominada tipo de irrigante se

analizé a partir de frecuencia absoluta y porcentaje.

2.9.2. Andlisis bivariado

El analisis bivariado permitira analizar la relacion o el cruce de las variables
dependientes (efectividad antibacteriana y la presencia del Enterococcus Faecalis)
con la variable independiente llamada tipo de irrigante, por lo que, al tratarse de
variables de naturaleza cuantitativa- cualitativa, se utilizé el T de student como
prueba estadistica mediante los programas The jamovi Project y R Core Team en

la versién 2021, arrojando resultados con un 95% Confidence Interval

2.9.3. Prueba piloto

Se realizo6 una prueba piloto con un total de 8 premolares humanos extraidos tras

previa indicacion por parte del especialista en ortodoncia. Mediante la realizacion
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del procedimiento y la realizacién del recuento de unidades formadoras de colonia
de las muestras tomadas de los detritos o0 Smear layer tomado de la lima y posterior

cultivo, infortunadamente no se observo proliferacién o crecimiento bacteriano.

Por ende, se decidié modificar el método de recolecciéon de muestra recopilando no
solo los residuos que se obtuvieron de la lima, sino también los de los tubos de
dentina por medio del proceso mecéanica con ayuda de un agitador voértex o
mezclador de vortice por un minuto con previa disolucion de los restos del conducto

con solucidn salina para favorecer la salida de los microorganismos.
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3. Resultados

Se analizo la efectividad antibacteriana del Enterococcus Faecalis en una muestra
de 40 tubos de dentina los cuales fueron divididos en 4 grupos (cada uno de 10
tubos) para analizar la accion bactericida de cada irrigante (Grupos A, By C), y ser
comparado con el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC) del grupo
control o grupo D. Es preciso mencionar que del mismo diente se tomaron dos
muestras, una de la lima y otra del tubo de dentina, con el propdsito de obtener

resultados de UFC mas precisos.

Conteo UFC

Muestra Control le()fi(;‘rI](;r)lto leztoucblgglto BI(()I_ei?r?:)da BI?‘I'euSl?(?)da HI(E?r;:S)IO HI(Ft)l:)l:oB)lo
R1 6900000 0 0 0 67 0 0
R2 3800000 0 0 0 4 0 0
R3 2200000 0 0 0 1 0 0
R4 7200000 0 0 0 2 0 1
RS 5400000 0 0 0 4 0 0
R6 2300000 0 0 1 0 0 0
R7 3300000 0 0 132 128 0 34
R8 4100000 0 0 91 420 0 4
R9 3600000 0 0 676 505 0 116
R10 4500000 0 0 1652 807 0 328

TOTAL | 43300000 0 0 2552 1938 0 483

Recuento de unidades formadora de colonia de E.faecalis tras al uso del hipoclorito de sodio al 5,25%, la Biospada y la
combinacion de ambos como irrigante endodénticos.

Tabla 1. Conteo de UFC por irrigante
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Fue posible observar mediante la tabla que antecede que la totalidad de unidades
formadoras de colonias del Enterococcus Faecalis fue erradicada por el hipoclorito
de sodio al 5,25% tanto en la muestra de detrito obtenida de la lima como en el tubo
de dentina, seguidamente, el irrigante que menor recuento presentd fue la
combinacion de hipoclorito de sodio al 5,25% + Biospada con un recuento de 483
UFC recolectada del tubo de dentina, lo que obedece al 0,001% al ser comparado

con el UFC total del grupo control (n=43.300.000) (ver tabla 2).

Finalmente, el uso de biospada utilizado como irrigante endoddntico de manera
individual, aunque demostro la capacidad de eliminar el Enterococcus Faecalis, fue
el que mayor conteo de UFC obtuvo después del proceso de irrigacion, encontrando
un total de 1938 UFC en el tubo de dentina (0,004%) y 2552 UFC en la muestra de
lima (0,005%) (ver tabla 2). Adicionalmente, el el grupo control se evidencia la

cantidad de UFC identificadas en cada tubo de dentina (Ver figura 7).
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Figura 7. Tubo de dentina correspondiente al grupo control en el cual no fue
aplicado ningun irrigate donde se puede apreciar el crecimiento bacteriano del
Enterococcus Faecalis. (A) Tercio apical del tubo de dentina ampliada al 26,1 kx.
(B) Tercio aplical de tubo de dentina ampliada al 33 x. (C) Tercio medio de tubo de
dentina ampliado al 11,0 kx (D) Tercio medio de tubo de dentina ampliado al 32 x

(E) Tercio cervical de tubo de dentina apmpliado al 39,2 kx (F) Tercio cervical de
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tubo de dentina apmpliado al 34x. Scanning Electron Microscope (SEM) obtenidas

del Microscopio de haz de iones focalizado — Tescan (modelo Lyra 3)

Tabla 2. Andlisis descriptivo de los irrigantes

De acuerdo al analisis descriptivo de los irrigantes utilizados, es posible mencionar
gue el conteo de UFC de Enterococcus Faecalis hallado después de la irrigacion
con Hipoclorito de sodio al 5,25% + Biospada 60 de la muestra de tubo de dentina
arroj6 una media de 0,50 con desviacion estandar de + 105, arrojando los resultados
mas Optimos en cuanto a la capacidad bactericida con un 95% de intervalo de

confianza (ver tabla 3).

Analisis descriptivo
Irrigante* | N | Missing | Mean | Lower | Upper | Median** | SD** | Minimum | Maximum
Hipoclorito | 3 0.0 0.0 0 0.000 0 0 0
(Lima)
Hipoclorito
10 3 0.0 0.0 0 0.000 0 0 0
(tubo)
Bioespada
(Lima) 10 3 255.2 -75.4 586 0.500 533 0 1652
R 10 3 193.8 | 175 | 370 | 35500 | 284 0 807
(Tubo)
HiposBio | ,, 3 0.0 0.0 0 0.000 0 0 0
(Lima)
HipotBio | 3 483 | -167 | 113 | 0500 | 105 0 328
(tubo)
Andlisis descriptivo de las variables mediante medidas de tendencia central con un 95% de
intervalo de confianza. (*) Irrigante: sustancia utilizada como complemento en el
tratamiento de conducto por su capacidad bactericida. (**) Media: medida de tendencia
central. (***) SD: desviacion estandar de la media.

Al
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realizar el analisis de los irritantes que presentaron conteo UFC de Enterococcus
Faecalis en las muestras tomadas por el laboratorio se observo, para la muestra
obtenida de la lima de los conductos irrigados con Biospada 60, que el 50% de la
cantidad de microrganismos hallados oscilan entre una cantidad comprendida entre
0,5y 268 UFC con una media de 255.2 UFC y dos outliners que se encuentra

representados por fuera de la gréfica (ver grafica 1).

Gréfica 1. Plot de Biospada (lima)
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Ahora bien, al analizar el comportamiento de la muestra obtenida del tubo de dentina
tras se irrigado el conducto con Biospada de manera individual se observo que el
75% de la cantidad de UFC de Enterococcus Faecalis se encuentran entre un rango

de 0y 441,25 UFC con una media de 193,8 (ver grafica 2).

Gréfica 2. Plot Biospada (tubo)
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Finalmente, la muestra de tubo de dentina observada tras la irrigacion con
hipoclorito de sodio al 5,25 + Biospada 60, arrojo que el 25% de la cantidad total de
microorganismos encontrados oscila entre los 54,5 y 116 UFC de Enterococcus
Faecalis con una media de 48,3 UFC. También es posible evidenciar un outliner de

328 UFC que se aleja del comportamiento normal de la gréfica (ver grafica 3).

Gréfica 3. Plot Hipoclorito de Sodio 5,25% + Biospada (tubo)
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Por otro lado, se realizdé la comparacion de la efectividad antibacteriana de los

irrigantes utilizados en el proceso de desinfeccion de conductos contra el
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Enterococcus Faecalis mediante el conteo de UFC presente después de la irrigacion

para cada uno de los grupos.

Tabla 3. Comparacion entre irrigantes

Comparacion de irrigantes

: Tipo de . Mean SE
IS prueba statistic pls i difference | difference
Hipoclorito | Bioespada | Student's | | -, 900 | 0165 | -255.2 168.7
(Lima) (Lima) t
Hipoclorito | Bioespada | Student's
(tubo) (Tubo) ¢ -2.15 9.00 | 0.060 -193.8 89.9
H|po_clor|to H|p_o+B|o Student's NaN 9.00 NaN 0.0 0.0
(Lima) (Lima) t
Hipoclorito | Hipo+Bio | Student's
(tubo) (tubo) i -1.46 9.00 | 0.179 -48.3 33.1

Comparacion de irrigantes mediante la prueba de T-student de muestras pareadas

Se evidencid, que al ser comparados el hipoclorito de sodio al 5,25% frente a la
Biospada 60 tanto en la muestra recolectada de la lima como la de los tubos de
dentina (con agitacion mecanica, a través del Vortex), el Hipoclorito de sodio logro
eliminar la totalidad de microorganismos, al igual que al ser comparado el hipoclorito
de sodio frente a la combinacién de Hipoclorito + Biospada, no obstante; estos
resultados no mostraron significancia estadistica, arrojando valores de p superiores

a 0,05.
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4. Discusion
La presente investigacion in vitro utiliz6 4 grupo de n=10 tubos de dentina para
analizar la efectividad antibacteriana contra el Enterococcus Faecalis de la
Biospada 60, Hipoclorito de sodio al 5,25% y la combinacion de Hipoclorito de sodio
al 5,25% mas la aplicacion de biospada 60 como coadyuvante en el proceso de

irrigacion endodontica con previa activacion con equipo sénico por un minuto.

Inicialmente, el protocolo planteado indicaba realizar la recoleccion de la muestra
solo del Smear layer obtenido de la lima introducida previamente dentro del canal
radicular para instrumentar el conducto girando de 3 a 4 veces en sentido de las
manecillas del reloj después de cada irrigacion, para ser cultivado en agar sangre
durante 20 dias, no obstante, al realizar la prueba piloto se evidencia que dicha
metodologia no arroj6 recuento de unidades formadores de colonia de
Enterococcus Faecalis, por lo que basado en el estudio publicado por Guijarro en el

2017 (39), se decidié cambiar el protocolo de recoleccién de muestra.

Se tomo la muestra de la lima y adicionalmente la de los tubos de dentina teniendo
la precaucion de pipetear con solucion salina dentro del conducto para obtener una
mayor presencia de bacterias, para esto, con ayuda de unas pinzas algodoneras se
transfirio cada lima y tubo de dentina a un tubo eppendorf de 1,5 ml que contenia 1
ml de PBS. Cada tubo se homogenizé por un minuto en vortex, con la finalidad de

desprender las bacterias que estuviesen adheridas a la superficie por medio del
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proceso de agitacion mecanica (39), para finalmente tomar 0.1 ml (100ul) de la
muestra y depositarla en una placa de agar sangre, para que, con ayuda de un
rastrillo, el volumen depositado fuese esparcido homogéneamente sobre la
superficie del agar para proceder con la incubacién durante un periodo de tiempo

comprendido por 48 horas a una temperatura de 37°C.

Una vez culminado el tiempo de incubacion, las placas de agar se retiraron de la
incubadora y se observo si hubo o no crecimiento microbiano mediante el método
de recuento en placa; en caso de evidenciarse un crecimiento, se realizé el recuento
de UFC correspondiente y para el caso del grupo control, el cual no se irrigo, se
realizaron diluciones seriadas en base 10 (10-1, 10-2, 10-3, 10-4). La utilizacién de
la agitacibn mecanica por medio del voértex (39), permiti6 obtener recuentos
positivos de Enterococcus Faecalis posterior a la irrigacion, en especial la de la
muestra derivada de los tubos de dentina, donde las bacterias posicionadas dentro
de los conductos laterales y accesorios fueron desalojadas e identificadas con el

proposito de determinar la efectividad antibacteriana de cada irrigante.

Es necesario aclarar que, aunque la técnica de agitacion permitié identificar UFC de
Enterococcus Faecalis posterior a la irrigacion, no es posible asegurar que esas
cifras obedezcan a la totalidad de las bacterias alojadas en el conducto después de
la desinfeccion mecéanica y quimica del mismo. La literatura ha informado que la
técnica que permite establecer el recuento bacteriano en su totalidad se denomina

pulverizacion y consiste en introducir el diente en nitrégeno liquido para proceder
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con su trituracion hasta la obtencién de un polvo fino, pero en el territorio nacional,
dicha técnica no es utilizada, lo que representd una evidente limitacion para la
investigacién in vitro (14). Por otro lado, con relacién al recuento de bacterias,
estudios han demostrado que el conteo realizado por microscopia electronica de
barrido (SEM) permite obtener un recuento preciso para verificar la
presencia de bacterias en la dentina e incluso, se menciona el uso de la microscopia
de barrido laser focal (CLSM) y de la tincién de viabilidad, como métodos que
permiten constituir un analisis cuantitativo de bacterias muertas y vivas dentro de la
dentina (40), lo cual se puede tener en cuenta para futuras investigaciones bajo

esta misma linea de estudio.

El hipoclorito de sodio se ha usado como parte esencial del tratamiento de
endodoncia desde los afios 30, lo que ha hecho que se considere el irrigante de
eleccion para la realizacion de los procedimientos de conducto debido a su eficacia
antimicrobiana y excelente capacidad para disolver el tejido organico(41) Ahora
bien, en el presente estudio in vitro, los hallazgos demostraron que el hipoclorito de
sodio con una concentraciéon del 5,25% logr6 eliminar la totalidad de
microorganismos previamente incubados bajo condiciones Optimas cultivados en
agar sangre durante 20 dias, por lo que se le atribuye una presunta efectividad del
100%, la cual se debe a la concentracion del irrigante, de acuerdo al reporte dado
por varias investigaciones (42)(43)(44)(45). No obstante, el uso de altas
concentraciones puede generar efectos no deseados durante el uso del irrigante,

cuando se utiliza el hipoclorito de sodio a concentraciones de 5,25%, como lo es en
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este caso, ocasiona hemolisis de los tejidos organicos debido a su pH entre 11y
12,5 provocando oxidacion a nivel de las proteinas, hidrolisis y un efecto
osmoéticamente activo. También aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos
por el dafio en sus paredes generando edema y sangrado profuso a través del canal
radicular. Otras complicaciones reportadas es el dafio al ligamento periodontal con

soluciones a altas concentraciones (entre 3y 5.25%)(7) .

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, es preciso mencionar que el hipoclorito de
sodio sigue siendo el Gold estdndar dentro del grupo de irrigantes endodénticos y
que independientemente de la concentracion que este maneje, la efectividad
antibacteriana es similar e incluso alcanzan un porcentaje del 100%.

Aunque en la actualidad, los bactericidas utilizados en para irrigar los conductos
radiculares tiene la posibilidad de eliminar al Enterococcus Faecalis, con frecuencia
se evidencian fallas en el tratamiento. Un ejemplo de esto es el estudio realizado
por Kishen et al, que en el aflo 2008 lograron demostrar que las paredes del
conducto radicular tratada con nanoparticulas antimicrobianas, minimizaron la
adhesion del Enterococcus Faecalis al tejido dentinal, lo que lleva a concluir que,
tratar la superficie radicular previene la recolonizacion bacteriana y la aparicion del

biofilm (30).

En este estudio in vitro se quiso analizar un irrigante diferente a los convencionales
en el proceso de desinfeccion de conductos radiculares, el cual se denomina

Biospada 60, cuya accion evidencié una reduccion en el recuento de UFC, lo que a
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su vez le aporté una efectividad antibacteriana contra la cepa del Enterococcus
Faecalis del 99,99%, gracias al mecanismo de accidn de dicho componente que se
caracteriza por la formacion de estructuras en forma de puas que ejercen presion
sobre la membrana de las bacterias ocasionando la muerte de las mismas por medio
de su accion fisica. Sin embargo, este es un componente utilizado principalmente
en los procesos de desinfeccién de instrumental o superficies, pero no como

irrigante endodontico y esto se debe a la citotoxicidad (46)(47).

Estudios realizados en modelo animal manifestaron la presencia de irritacion
dérmica severa en conejos y toxicidad a nivel ocular de ratas tras la administracion
de (trimethoxysilyl) propyl dimethyl octadecyl ammonium chloride 0.75% (46). Por
otro lado, el mismo compuesto fue evaluado en un estudio humano in vivo con el fin
de analizar la actividad antimicrobiana inhibiendo la formacion de placa dental sin
observar toxicidad significativa (48), gracias a la accion de la cadena de octadecilo
que inhibia la adherencia inicial, y la sal de amonio que destruye las células
adherentes iniciales y retrasa el crecimiento bacteriano, sin embargo, en este

estudio no se menciono la concentracion del compuesto (48) .

Sin embargo, en el estudio de Bukiet et al, en el afio 2012, concluyé que la
concentracion micelar critica de cloruro de benzalconio fue del 0,008%. A esta
concentracion, no tuvo ningun efecto sobre el contenido de cloro libre, la
citotoxicidad o la eficacia antibacteriana de la mezcla (49). Por lo tanto, en este

estudio se utilizé la concentracion sugerida.
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De acuerdo a lo descrito anteriormente, se decidio diluir la biospada que se utilizé
como irrigante endoddntico en la presente investigacion con el fin de minimizar la
posibilidad de generar toxicidad y otros efectos como la pérdida de dientes y el dafio
a los nervios sensoriales (anestesia y parestesia)(50) y a su vez poder determinar

la capacidad bactericida una vez diluida .

Finalmente, la presente investigacion quiso analizar la efectividad bacteriana de la
combinacion de hipoclorito de sodio al 5,25% mas el uso de Biospada 60 como
coadyuvante en el proceso de desinfeccion del conducto radicular con cepa de
Enterococcus Faecalis, demostrando la capacidad bactericida en el 99,99% |,
superando la capacidad de la Biospada como irrigante individual pero sin alcanzar
la eliminacién total de las bacterias que logré el hipoclorito de sodio al 5,25%,
dejando en evidencia que la biospada como complemento de la irrigacion con
hipoclorito disminuye la capacidad bactericida de este Jaramillo en el 2012 realiz6
un estudio en el cual investigoé el uso de del cloruro de benzalconio como bactericida
encontrando resultados positivos que al ser comparados con la desinfecciéon que
aporta el Hipoclorito de sodio al 1%, obtuvo resultados similares sin superar la
accion bactericida del mismo (13). Estos resultados son comparables a lo
estudiados en la presente investigacion. Pues, aunque tanto el Hipoclorito de sodio
como la biospada 60, demostraron efectividad antibacteriana contra el
Enterococcus Faecalis, la accion del hipoclorito de sodio no fue superada por el

Biospada 60.
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Antes de finalizar, es importante consignar el analisis del comportamiento de la
proliferacion bacteriana de las 10 muestras pertenecientes al grupo control, mismo
gue no fue sometido a ningln agente irrigante, sin embargo, es imposible dejar
pasar que aunque todas las muestras se cultivaron bajo un ambiente controlado y
bajo las mismas condiciones, algunos cultivos arrojaron mayor recuento de UFC
que otros y esto se puede explicar debido a la morfologia interna de los conductos
radiculares, que a pesar de ser del mismo tamafo, la cantidad, diametro, forma y
longitud de los conductos accesorios, laterales y ramificaciones permitio que en

algunas muestras se presentara un mayor conteo de UFC(51).

Finalmente, dentro de las limitaciones de la presente investigacion se destaca el
tamafio de la muestra lo que no permitid arrojar resultados estadisticamente
significativos. Por otro lado, el método utilizado para la obtencion de la muestra se
debié cambiar tras la realizacién de la prueba piloto por el método de agitacion
mediante el vértex, mismo que arrojo resultados positivos para el conteo de UFC,
no obstante; no fue posible implementar el de pulverizacion, dado que a nivel
nacional no se maneja dicha técnica, sobre la cual existen reportes de una mayor y
mas precisa obtencion de recuento bacteriano de microorganismos alojados dentro
del conducto radicular, conductos accesorios y tubulos. Sin embargo, como
fortaleza es posible mencionar que la presente investigacion es el primer paso dado
a nivel nacional para analizar, describir y verificar tanto el uso, como la efectividad

antibacteriana de la Biospada en el tratamiento de conductos radiculares.

80



5. Conclusiones

Los resultados demostraron que la Biospada 60 utilizada en el proceso de irrigacion
endoddntica present6 efectividad bactericida contra el Enterococcus Faecalis, no
obstante, su accion bactericida no super6 el uso del hipoclorito de sodio al 5,25%,
que sigue siendo considerado el Gold estandar dada su capacidad bactericida y

capacidad de remover tejido organico derivado de la instrumentacion.

Puntualmente, el hipoclorito de sodio al 5,25% logré eliminar la totalidad de
microorganismos incubados en los conductos radiculares durante 20 dias de cultivo,
por lo que se le atribuye una efectividad antibacteriana del 100%, por otro lado,
aunque la combinacion del Hipoclorito de sodio al 5,25% mas la biospada 60 y la
Biospada utilizada como irrigante individual arrojaron un porcentaje de efectividad
antibacteriana del 99,99%, hubo menor nimero de Unidades formadoras de Colonia
del Enterococcus Faecalis en los conductos en los cuales se irrigd con la
combinacion de Hipoclorito + biospada 60. Sin embargo, estos resultados no
arrojaron significancia estadistica, siendo necesario la realizacion de estudios

complementarios que refuercen los hallazgos presentados en este estudio in vitro.

También podemos concluir que mediante técnica de visualizacion SEM se observa

caracterizacion morfologica bacteriana de coccus. Pero es necesario la

confirmacién de la cepa con PCR.

81



6. Recomendaciones

Se recomienda dar continuidad a la linea de investigacion con muestras mas

grandes que permitan realizar un analisis estadistico mas precisos y solidos.

También resulta interesante que para la recoleccion de la muestra de tejido
infectado se pueda recurrir a la técnica de pulverizacion por medio de nitrdgeno
liquido lo que a su vez permitira corroborar su gran capacidad para recolectar la

totalidad de microorganismos.

Adicionalmente se sugiere implementar técnicas como el SEM para el recuento de
UFC presentes en los tejidos radiculares posterior a la irrigacion con los diferentes
agentes. Asi como implementacion de pruebas PCR para confirmacion de

crecimiento especifico en cajas petry de la bacteria Enterococcus Faecalis.

Finalmente se sugiere que, en futuras investigaciones, para determinar la
efectividad antibacteriana, sea tomada la muestra de UFC en el mismo conducto
antes y después de la instrumentacion e irrigacion para que los datos no se

obtengan a partir de un grupo control sino del mismo diente tratado.
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ANEXOS

unicoc

ANEXO 1. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE DIENTES
NATURALES PARA ESTUDIO

La Facultad de Odontelogia de INSTITUCION UNIVERSITARIA COLEGIOS DE COLOMBIA
(UNICOC), da la educacién necesaria para diagnosticar y tratar enfermedades de la boca y los dientes.
Realiza investigaciones que se publican en revistas cientificas, se presenta en congresos y cursos a los
alumnos de la Facultad. Parte de las investigaciones que se realizan, utilizan los dientes que se extraen por
indicacion del odontdlogo y/o especialista porque el diente no se puede mantener en boca.

A través de este documento, queremos solicitar la donacidn de su o sus dientes extraidos para utilizarlos en
educacion e investigacion.

Con el o los diente que usted dona realizaremos:

1. Estudios Histopatolégicos: Se refiere a los estudios que detallan las camcteristicas del diente
cuando es visto con un microscopio. Se puede investigar sobre la parte dura del diente (esmalte,
dentina y cemento), como también sobre el nervio (pulpa dental) del diente.

2. Estudios de Biomateriales: Se refiere al estudio de los materiales utilizados para realizar las
obturaciénnes o restauracion y rehabilitacidn de los dientes.

3. Estudios de caries: Estudios acerca del avance y efectos de la caries en la estructura del diente.

4. Estudios de Biologia celular: Son estudios que investigan las células que componen el diente y la
pulpa dental.

Si usted NO desea que se utilice su diente o dientes para algin tipo de estudio en especial o para ningln tipo
de estudio, o puede indicar y su decision serd respetada

Si usted 51 desea donar su o sus dientes para investigacion, se pueden almacenar por un tiempo indefinido.
La donacién del diente o los dientes serd andnima, es decir, no se podrd identificar de quien es el o los
dientes. A si mismo, no se pagard ni se dardn incentivos por el o les dientes que sean donados para
investigacion. .

Toda investigacion que se realice contard con la revision del Comité de Etica de Investigacion
Odontologica de UNICOC Facultad de Odentologia, que se encarga de revisar todos los protocolos de
investigacion que se realizan con tejidos de seres humanos o animales y se preocupa por que se protejan los
derechos de quienes participan en las investigaciones.

Marque con X el cuadro que corresponda

NO deseo donar mi(s) diente(s) y quiero que sea(n) descartado(s)
SI deseo donar mi(s) diente(s) para educacion e investigacion

He leido la informacion o se me ha leido. He tenido la oportunidad de hacer pregutas las cuales han sido
contestadas satisfactoriamente, Consiento de manera voluntaria donar mi diente o mis dientes de la manera y
para los propositos indicados anteriormente.

Nombre del paciente: Firma del paciente o acudiente y documento:

Numero de dientes donados: Firma y sello profesional que realiza la extraccion:

Fecha y lugar:
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Anexo 2. Instrumento de recoleccién de datos

INSTRUMENTO DE RECOLLECION DE INFORMACION

)1

unicoc

EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA CONTRA ENTEROCOCCUS Faecalis DE LA
NANOPARTICULABIOSPADA 60. VS NAOCL AL 5.25%. ESTUDIO IN VITRO

Parametros control de irrigante y crecimiento bacteriano

Muestra niamero:

CONTROL CRECIMIENTO POSITIVO CEPA E. faecalis

CONTROL NEGATIVO CRECIMIENTO CEPA E. faecalis

EFECTIVIDAD PROTOCOLO DE IRRIGACION CON NAOCL AL 5.25% CONTRA
CEPA E. faecalis

EFECTIVIDAD PROTOCOLO IRRIGACION CON NANOPARTICULA
BIOSPADA 60 CONTRA E. Faecalis

EFECTIVIDAD DE PROTOLOCO DE IRRIGACION CON NAOCL Y BIOSPADA
60 CONTRA CEPA E. Faecalis
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Anexo 3. Fotografias de los cultivos y Laboratorio

Fotografia 1. Fotografia grupo control Fotografia 2. Fotografia grupo
hipoclorito
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Fotografia 3. Fotografia Biospada Lima Fotografia 4. Fotografia Biospada
Tubo

Fotografia 5. Hipoclorito+ Biospada lima  Fotografia 6. Recoleccion de muestra
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Fotografia 7. Muestra en tubos Fotografia 8. Implementos de
laboratorio
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Anexo 4. ficha técnica del BIOSPADA 60

: BIO=Sr—r i

% P
aﬁ@‘.‘.u.ﬂnﬁ & kanan Technobogies Brand TAMNech
Technical Data Sheet
Name: BIDSPADA PLUS 6D
Producer and supplier of active ingredient:  Katan Technologias.
Emergency phone: [USA) 1-800-535-5053 INFOTRAC.
Street Address: 555 Vanderhilt Beach Road, #200.
City, State, Zip: Naples, FL 34108, USA.
Phone: {USA] 1 800 236 7785,

Coscificatiane.
INGREDIENTS PERCENTAGE
<0,61%
3-(Tribydroxysilyl)propyl dimethyl octadecyl ammonium chloride
. . . . <0,38%
Alkyl (CB0%C14, 25%C12, 15%C16) dimethylbenzly ammonium chloride/ Didecyl
dimethyl ammaonium chloride
<0,25%
Octyl decyl dimethyl ammonium chloride/ Dioctyl dimethyl ammonium chloride
<98,76%
Other Ingredient
L LY T TSP T PR UT RO TRPTOTI 100,0%

Mote: These are approximate descriptions for general information only.

Appearance: Clear liguid to clear-milky
Color: Clear
Odor: None
Solubility in Water Soluble
pH: 6-10
Katan Technologies 18002367785
6 Raffles Quay, #24-04, Singapore 048580 info@katantech.com
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Anexo 5. INVIMA DEL BIOSPADA 60

A A
B s
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Anexo 6. Incubadora Lab-Line 403

ESPECIFICACIONES:

Energia 240V, 50/60 Hz, 1,7 A, 400 W
Volumen 5,1 pies cubicos pie
Temperatura Ambiente +5°C a 65°C
Estabilidad de temperatura +1,2°Ca37°C

Uniformidad de temperatura +1,3°Ca37°C

Peso 90 libras (40,82 kg.)
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Anexo 7. Cabina de seguridad biolégica clase Il de tipo 2-a
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Anexo 8. Vortex V-1 Plus

Anexo 9. METALIZADOR DESK® IV
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Anexo 10 . Microscopio de barrido de electrones y de haz de iones focalizado
FE-MEB LYRA3 de TESCAN. El MEB tiene integrado un sistema de microanalisis
por espectroscopia de dispersion de energia de rayos X, EDS (Energy Dispersive
X-ray Spectroscopy). el cual nos permite obtener un espectro con los diferentes

elementos quimicos que pueda contener el area analizada y un porcentaje relativo

de cada uno de ellos
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