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Objetivo. Evaluar la capacidad antibacteriana del NaOCl al 1% con y sin una aplicacion final de NaOCl al 6% por 5 minutos; dos medicamentos intraconducto de
uso comun (CHX en gel al 2% y el Ca(OH); en pasta al 95%) y de dos sistemas de obturacién (Gutapercha con cemento de 6xido de zinc y eugenol y Resilon con
Epiphany).

Metodologia. Ciento treinta y siete raices palatinas de molares superiores fueron segmentadas y preparadas con una fresa Peeso Largo #2. Fueron limpiadas con
EDTA al 17% y NaOCl al 5.25% y autoclavadas. Se infectaron por 2 semanas con £.faecalis resistente a estreptomicina. A los especimenes se les aplicd los
tratamientos y sus respectivos controles. Después del periodo de incubacién para cada agente de desinfeccion endodontica, se tomd la muestra bacterioldgica, con
fresa Peeso Largo #5 en medio con TSB con estreptomicina y se midio la turbidez del medio con 24 horas de crecimiento bacteriano por espectofotometria en el
aparato de ELISA.

Resultados. El NaOCl al 1% con una aplicacion final del mismo producto al 6% por 5 minutos, la CHX y el sistema de obturacion de gutapercha con cemento de
oxido de zinc y eugenol no presentd diferencia con los controles negativos siendo todos los anteriores efectivos contra el £.faecalis. Mientras que NaOCl al 1%
(p>0.01), Ca(OH)2 y Resilon con Epiphany tienen una capacidad antibacteriana muy limitada (p<0.01).

Conclusiones La irrigacion con NaOCl al 1% con una aplicacion al 6% durante 5 minutos, la medicacion intraconducto de clorhexidina en gel al 2% durante 7 dias
y el sistema de obturacion de gutapercha con cemento de dxido de zinc y eugenol (SILCO), son efectivos en la eliminacion del £.faecalis intraconducto e
intratubular.
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Introduccién Los agentes responsables del control de Ila
infeccion endodontica han sido estudiados en diferentes
La presencia de bacterias en el conducto induce areas de s,alud (Al-Holy et al. 2005, ,CrebeIIi et al. 2005).
a enfermedad crénica periapical (Kakehashi et al. 1965), La seleccion de un control microbioldgico efectivo de los
por ello uno de los mas importantes objetivos del conducto_s req_uigre atencidén debido que generalmente
tratamiento endodéntico es la eliminacion de todos los las soluciones irrigadoras que afectan al huesped afectan
microorganismos del sistema de conductos (Gomes et . al hospedador, y aquellas compatibles al hospedador no
2003). destruyen al huésped. Los agentes antibacterianos
El éxito del tratamiento endoddntico esta deberian suprimir o destruir el crecimiento bacteriano,
directamente influenciado por la eliminacion de los por medio de alta susceptibilidad de los microorganismos,
microorganismos en los conductos infectados, esto se una adecuada Penetraqon de agente:s antibacterianos al
logra con agentes antimicrobianos como irrigantes sitio de infeccidon, una concentracion necesaria de los
medicamentos intraconducto y sistemas de obturacion agentes desinfectantes, baja toxicidad de las celulas del
con capacidad antibacteriana (Estrela et a/, 2003). hospedero y evitar el desarrollo de resistencia por parte
El proceso para reducir o eliminar la microbiota de los microorganismos a los agentes desinfectantes
de conductos infectados, es complicado debido al extrafio (Estrela et al. 2002, Sundqvist 1994, Nair 2000).
complejo anatémico interno del sistema de conductos, y _Se han propuesto muchos agentes quimicos
la dindmica de la relacién huésped-hospedero. Este desinfectantes en la preparacion del conducto (Turner et
proceso se llama limpieza quimico-mecénica. El proceso al. 2004, Nagayoshi ef al. 2004, Shabahang &
mecénico se basa en asepsia que reduce la cantidad de Torabinejad 2003, Al-Kilani et a/. 2003, Grandini et al.
bacterias, por medio de arrastre mecanico por irrigantes 2002), pero el mas comunmente usado en endodoncia es
o limas e instrumentos rotatorios mientras que el el hipoclorito de sodio (Spano et al. 2001).
proceso quimico consiste en el uso de agentes La solucion de hipoclorito de sodio es importante

desinfectantes. durante la preparacion del conducto, debido a su



capacidad limpiadora, que actla como lubricante a las
limas e instrumentos rotatorios, elimina los restos de
tejido de forma mecanica, tiene efecto antibacterial y de
disolucion de los tejidos, sin dafiar los tejidos periapicales
(Estrela et al. 2002). La seleccion del irrigante ideal
depende la capacidad ante los microorganismos y en los
tejidos periapicales. El hipoclorito de sodio, es un agente
antibacterial usado frecuentemente en tratamientos
endoddnticos y periodontales (Bystrom et al. 1981,
Estrela et a/. 2002, Rolla & Melsen 1975, Jenkins & Addy
1988, Vahdaty et a/. 1993, Estrela et al. 1995). Por ello la
necesidad de este en el tratamiento endoddntico como
auxiliar irrigante, obliga a comprender su actividad sobre
las células bacterianas (Estrela et al. 2002).

El mecanismo de accion antibacterial del
hipoclorito de sodio se basa en las propiedades
antibacterianas, que se fundamenta en un alto pH
(accion de los iones hidroxilo), con un mecanismo similar
al del hidréxido de calcio (Estrela et al. 1995, Estrela et
al. 2002). El alto pH del hipoclorito de sodio interfiere en
la integridad de la membrana citoplasmatica con una
inhibicion irreversible enzimatica, alteraciones
biosintéticas en el metabolismo de la célula y destruccion
de fosfolipidos observado en una peroxidacion lipidica.
La reaccion de cloraminacion de los aminoacidos forma
cloraminas que interfieren en el metabolismo celular. La
oxidacién promueve una inhibicién enzimatica irreversible
de las bacterias reemplazando el hidrégeno con cloruro.
La inactivacion enzimatica puede ser observada en la
reaccién de cloruro con grupos aminos (NH2-) y una
oxidacién irreversible de grupos sulfidrilos (SH) de
enzimas bacterianas (cisteina). Asi, el hipoclorito de
sodio presenta actividad antibacteriana con accion sobre
las enzimas esenciales bacterianas promoviendo una
inactivacion irreversible originada por iones hidroxilos y
accion de cloraminacion. La disolucion del tejido
organico puede ser verificado en la reaccidn de
saponificacién con la destruccién del grasas y lipidos,
resultando en jabon vy glicerol (Estrela et a/. 2003).

La preparacion quimico-mecanica reduce la carga
bacteriana considerablemente, pero en casos infectados
donde se supone que la carga bacteriana es alta, se
coloca generalmente una medicacion intraconducto
(hidréxido de calcio cominmente o clorhexidina en gel)
con accion antibacteriana que aumente la desinfeccion
(Bystrom et al. 1985).

El hidréxido de calcio juega un papel importante
en endodoncia ya que induce a la formacién de tejido
duro, tiene accion contra bacterias, y tiene capacidad de
disolver tejido (Nerwich et a/ 1993). Asi mismo la
medicacion de hidréxido de calcio actia como una
barrera y previene la reinfeccion del conducto e
interrumpe el suplemento nutricional de las bacterias
recidivas (Siquiera & Lopes 1999). Asi mismo el
mecanismo de accion antibacteriano se debe a que los
iones hidroxilo (OH) aumentan del pH, cercano a 12.5y
tiene un efecto destructivo en las membranas celulares y
estructuras de las membranas. Cuando las bacterias se
encuentran localizadazas dentro de los tabulos
dentinales, los iones hidroxilo del hidroxido de calcio

podrian difundir dentro de la dentina a concentraciones
suficientes y podria exceder la capacidad buffer de la
dentina, produciendo niveles de pH suficientes para
destruir la bacteria (Siqueira & Lopes 1999).

El gluconato de clorhexidina ha sido muy usado

en periodoncia por su capacidad antibacteriana (Koshy et
al. 2004, Santos et al 2004). En endodoncia se ha
propuesto como un irrigante y medicamento
intraconducto (Ercan et a/. 2004, Wuerch et al. 2004).
La clorhexidina tiene un efecto inhibitorio sobre las
bacterias comunes del conducto, actuando contra
bacterias gram positivas y negativas. Uno de los
mecanismos que explican la eficacia de este
medicamento se basa, en la interaccién entre los cambios
positivos de las moléculas y cambios negativos de grupos
fosfato en la pared de la célula bacteriana, que permite a
las moléculas de clorhexidina penetrar dentro de la
bacteria con efectos toxicos (Lindskog et a/. 1998, Gomes
et al. 2003).
El gluconato de clorhexidina es una biguanida catidnica
gue actlia por absorciéon dentro de la pared celular de los
microorganismos causando filtracion de componentes
intracelulares. A bajas concentraciones sustancias
pesadas de moléculas pequefias, resultan en un efecto
bacteriostatico, pero en altas concentraciones es
antibacterial, debido a la precipitacion y/o coagulacion
del citoplasma, causado probablemente por uniones
cruzadas de proteinas. La clorhexidina en gel tiene
importantes propiedades, como son baja toxicidad a los
tejidos periapicales, viscosidad que permite mantener el
agente activo, en contacto de las paredes del conducto y
tubulos dentinales y es soluble en agua (Ercan et al.
2004).

A pesar de los irrigantes, y medicaciones
intraconducto como desinfectantes, la eliminacion total
de las bacterias es dificil de conseguir en todos los casos
(Bystrom & Sundgqvist 1983).

Los microorganismos remanentes pueden ser
eliminados o inhibidos por la adecuada obturacion
endoddntica, con gutapercha y sellador con capacidad
antibacteriana o de limpieza quimico-mecanica (Saleh et
al. 2004).

La capacidad bacteriana de la obturacion
endoddntica en ausencia de iones capaces de eliminar o
inhibir bacterias, se debe a una explicacion mecanica,
que se basa, en hacer un medio, privado de nutrientes y
espacio para la multiplicacion (Saleh et al 2004).

El sistema convencional de obturacién a base de
gutapercha esta conformado por, un material sdlido o
semisolido llamado gutapercha, que consiste en el cuerpo
de la obturacion y se extiende a todo lo largo de la
obturacion. El material no sélido o coloidal, es el cemento
sellador, que consiste en una combinacion de polvo-
liguido o pasta-pasta, y al igual que la gutapercha se
extiende a todo lo largo de la obturacién pero consiste en
formar parte del cuerpo de la obturacidon ya que su
funcién es unir las puntas de gutapercha a las paredes
del conducto y entre si, ademas de rellenar los espacios
que este material no obturd, entre otras funciones
(Schilder 1967).



Actualmente la gutapercha estda compuesta de
materia organica (polimeros de gutapercha y cera o
resinas) e inorganica (Oxido de zinc, sulfato de bario).
Contiene pequefias cantidad de colorante y agentes
antioxidantes. De hecho se dice que la gutapercha tiene
capacidad antibacteriana y se le atribuye a la presencia
de 6xido de zinc (del 37% al 75%), pero puede variar
debido a que los componentes son diferentes segun las
casas comerciales (Gurgel-Filho et a/. 2003).

El cemento de dxido de zinc y eugenol es
posiblemente el cemento mas usado en endodoncia.
Este cemento es simplemente éxido de zinc con eugenol
(ZnOE) modificado para su uso en endodoncia. El liquido
(Eugenol) se mezcla con las particulas finas del polvo
(Zn0O) para formar una sola sustancia coloidal fluida que
se une a la gutapercha (Hauman & Love 2003).

Muchos productos y materiales han sido
probados con la finalidad de sustituir a la gutapercha,
debido a que este material, se ha usado como el
estandar de oro por mas de 100 afios en la practica
endodontica. Hasta el siglo XXI se introdujo al mercado
el Resilon (RMS), constituido principalmente de polimeros
de poliéster, el nuevo sistema de obturacién a base de
resilon, ha demostrado tener muchas ventajas en
comparacion con el sistema convencional de gutapercha
(Mora JR 2005)

Los materiales de sellado endoddntico con resina
estan ganando popularidad y estan siendo aceptados por
producir un sistema de adhesion mas resistente a la
penetracién bacteriana que otros cementos endodonticos
(Shipper et al. 2005). Por ello el uso de un material que
pudiese sellar todo el conducto desde apical hasta
coronal evitaria en la mayoria de los casos el fracaso
endoddntico. Resilon (Resilon Research LLC, Madison,
CT) es un material termoplastico sintético hecho a base
de polimetros de poliéster, aplicado a la obturacion
endoddntica. Sus componentes se  basan
especificamente en resinas, radiopacificadores y rellenos,
con gran fluidez que permite que este material forme
penetraciones en tdbulos dentinales que una vez
eliminada la capa de barro dentinario (Shipper et al.
2004).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad antibacteriana de seis agentes
desinfectantes de uso comun en endodoncia;

1. Evaluar la capacidad antibacteriana de dos
irrigantes en endodoncia, hipoclorito de
sodio al 1% e hipoclorito de sodio al 1%
mas una aplicacién del mismo al 6% por 5
minutos.

2. Evaluar la capacidad antibacteriana de dos
medicamentos intraconducto, clorhexidina
en gel al 2% e hidréoxido de calcio al 95%
en pasta.

3. Evaluar la capacidad antibacteriana de dos
sistemas de obturacidon, gutapercha con
cemento de Oxido de zinc y eugenol y
resilon con el cemento Epiphany de
Pentron.

Materiales y Métodos
Seleccién y preparacion de las muestras

El método que se usd para determinar la
capacidad antibacteriana de irrigantes, medicamentos
intraconducto y sistemas de obturacion, se basé en el
método usado por Haapasalo & Orstavik (1987) con
algunas modificaciones. Se utilizaron 137 raices
palatinas de primeras y segundas molares superiores,
que debian ser de un solo conducto recto y sin variantes
anatdmicas, los cuales se mantuvieron en solucion salina
estéril al 0.9% hasta recolectar la totalidad de las
muestras. Los dientes fueron limpiados mecanicamente
con curetas periodontales, con el cuidado de no danar la
superficie de la raiz. Cada raiz fue segmentada
aproximadamente 3 mm del apice y se ajusto en coronal
hasta que tuvieran una medida de 7 mm de longitud, con
una fresa Endo Zecrya (Dentsply, Maillefer-Dentsply Inc.
Switzerland) montada en una pieza de alta velocidad con
irrigacion propia, formando bloques de dentina de
aproximadamente 5 mm de ancho en un extremo, con 3
mm en el otro extremo y con 7 mm de largo. Las
muestras fueron preparadas a traves del conducto de
lado a lado con una fresa Peeso Largo #2 (Dentsply,
Maillefer, Paris, Fr) montada en una pieza de baja
velocidad con enfriamiento con agua. Una vez preparado
el espacio pulpar, las muestras se colocaron en bafio
ultrasonico (BioSonic UC50, Colténe/Whaledent Inc., NJ,
EEUU) con EDTA al 17% durante 2 minutos (eliminacion
de materia inorganica) seguido por NaOCl al 5%
(Cloralex, Alen del sureste S.A. de C.V., Tab, Mex) por 4
minutos (eliminacion de materia organica), finalmente se
repitié el bafio ultrasonico de EDTA al 17% por 1 minuto
y 1 minuto mas de solucién salina, para eliminar todo
tejido remanente organico e inorganico y restos de las
soluciones. A continuacion las piezas fueron colocadas
en una bolsa de esterilizacion (AssurePlus, Sultan
Chemists, Inc, NJ, EEUU) en autoclave (Biocare
Vascuum, Zeyco, DF, Mex.) a 121 grados centigrados con
15 libras de presidn durante 20 minutos.

La limpieza y apertura de los tubulos dentinales
fueron verificados en dos muestras seleccionadas bajo
microscopia electronica de barrido a una magnificacién
de 1000X (Figura 1).  Para comprobar la esterilidad de
las muestras se incubaron en 100 mL de TSB (Caldo Soya
Tripticaseina) (BD Bioxon, Becton Dickinson de México
S.A. de C.V., DF, Mx), durante 24 horas a 37 grados
centigrados.

Para la infeccién de los tubulos dentinales se us6
Enterococcus faecalis resistente a estreptomicina aislado
de la orofaringe e identificado con MicroScan para
bacterias Gram positivas (Dade Behring Inc. CA, USA).

En 100 mL de Caldo soya Tripticaseina con 2 mg
Estreptomicina por cada mL de caldo (TSB+E) contenidos
en el matraz 115 muestras fueron infectadas con una
azada de la bacteria, y se dejo incubar por 24 horas a 37
grados centigrados. Se introdujo dentro del mismo
matraz una pastilla agitadora estéril y se coloco en el



agitador magnético a velocidad minima por 2 horas, y se
dejaron incubar por dos semanas con recambio cada 24
horas del medio de cultivo y bacterias con 24 horas de
crecimiento.

Dos muestras fueron seleccionadas al azar para
verificar la presencia de bacterias en la superficie dental
interna con microscopia electrénica de barrido (Figura 2)
y otras tres para observar la penetracion de las bacterias
dentro de los tubulos dentinales en cortes de 7um con
tincion de Brown and Breen modificada (Figura 3).

Una vez verificada la infeccidn de los tubulos
dentinales las 115 muestras se dividieron entre todos los
agentes desinfectantes y respectivos controles (Figura 4).

Grupos experimentales y controles

Sustancias de irrigacién

NaOCl 19 (15 muestras infectadas): se irrigaron con
1.8 mL de hipoclorito de sodio al 1% 6 veces (simulando
los usos en el tratamiento clinico), con una aguja de
anestesiar estéril montada en una jeringa de anestesiar y
se secO con punta de papel previamente esterilizada
(Viarden, Viarden S.A. de C.V.). Se tomo la muestra con
una fresa Peeso Largo #5 (Dentsply, Maillefer, Paris, Fr)
estéril (300 um de dentina) (Figura 5) de manera que las
particulas de dentina cayeran sobre 2 mL de TSB estéril
con estreptomicina, y se dejo incubar por 24 horas.
NaOCl 196 + 6% (15 muestras infectadas): Se utilizd
la misma metodologia del grupo NaOCl 1%, con la
variante de que al final de la irrigaciéon se efectudé una
colocacién de NaOCl al 6% por 5 minutos antes de secar.
Control Positivo 24 hrs (10 muestras infectadas): Se
utilizé la misma metodologia del grupo NaOCl 1%, solo
gue la aplicacion fue de Cloruro de Sodio al 0.9%.
Control Negativo 24 hrs (10 muestras estériles): Los
especimenes de este grupo se mantuvieron en TSB
estéril con 2 mg de estreptomicina x mL de TSB, pero no
se les inoculd E. faecalis. Igualmente que los otros
grupos los especimenes fueron secados antes de que se
tomara la muestra.

Medicaciones intraconducto

Ca(OH)2 95% (15 muestras infectadas): Las muestras
se secaron con puntas de papel estériles, y se les
administro Hidroxido de Calcio preparado al 95% (Sigma,
Sigma Chemical CO. MO, EEUU) con una jeringa, hasta
gue se observara en el otro extremo del cilindro. Las
muestras se envolvieron en gaza estéril en humedad
parcial con cloruro de sodio al 0.9% estéril, y se
incubaron en un recipiente sellado, a 37 grados
centigrados por 7 dias. A continuacién se desobturd el
conducto con una fresa Peeso Largo #2 estéril y se tomo
la muestra con una fresa Peeso Largo #5 estéril de
manera que las particulas de dentina cayeran sobre 2 mL
de TSB con estreptomicina, y se dejo incubar por 24
horas.

CHX 296 (15 muestras infectadas): Se utilizd la misma
metodologia del grupo Ca(OH)2 95% con la variante de
que el medicamento que se uso fue clorhexidina en gel al
2% (Ultradent, Ultradent Products, Utah, EEUU).

Figura 1. Tubulos dentinales abiertos limpios después de un
tratamiento ultrasdnico con EDTA y NaOCl (magnificacion 1000X,
coloracion sepia).

Figura 2. Zona superficial de los tUbulos dentinales infectados con
E.Faecalis (magnificacion de 3500X).

(L “ Pt i s il ¢
Figura 3. Tincion de Brwon an a, para observar la
penetracidon bacteriana. Las bacterias se color oscuro y fondo color
claro (penetracion de 176.6 pm, magnificacion de 40X).

Sistemas de obturacion

G/ZnOE (15 muestras infectadas): Las muestras se
secaron con puntas de papel estériles, y se obturaron con
una punta de gutapercha #90 (Zipperer Endoline, United
Dental Manufacturers, Inc. FI, EEUU) y cemento de Oxido
de Zinc y Eugenol (SILCO, Productos endoddnticos
especializados, San Luis Potosi.,, México) preparado
segln las especificaciones del fabricante. La incubacion,
desobturacion y toma de la muestra de los especimenes
se realizd de la misma forma que el grupo Ca(OH)2 95%
y CHX 2%.

R/E (15 muestras infectadas): Las muestras se secaron
con puntas de papel estériles, y se obturaron con una




punta de resilon #90 (Resilon Research LLC, Madison,
CTh) vy cemento de resina (Epiphany, Pentron
Corporation, Wallingford, CT, EEUU), la obturacién se
realizd segin indica el fabricante. La incubacion,
desobturacion y toma de la muestra de los especimenes
se realiz6 de la misma forma que el grupo Ca(OH)2 95%.

Controles para medicamentos y sistemas de obturacion
Control Positivo 7 dias (10 muestras infectadas): Los
especimenes obtuvieron el mismo tratamiento de los
grupos anteriores pero sin aplicarse ningun tratamiento.
Control Negativo 7 dias (10 muestras estériles): Se
manejo de la misma manera que el control positivo pero
ausente de bacterias.

Analisis Microbiolégico

El polvo de la dentina fue recolectada de cada
espécimen y colocado inmediatamente en 2 mL de TSB
con estreptomicina y se dejd incubar por 24 horas, la
turbidez que se formd con el crecimiento bacteriano fue
medido por espectrofotometria con una longitud de onda
de 540 nm en el lector de ELISA en platos de poliestireno
de 96 pozos cilindricos de base plana, donde se utilizo
como solucion blanco medio de cultivo estéril. La
densidad optica fue proporcional al nimero de bacterias
presentes. Para verificar el tipo de bacteria y descartar
contaminacién se realizd las siguientes pruebas a las
muestras que presentaron turbidez; prueba de tincion de
Gram, prueba de resistencia a la estreptomicina en medio
liquido, prueba de cloruro de sodio al 6.5% en medio
liquido, prueba de catalasa, prueba de pureza de la sepa
en agar sangre de carnero.

Se establecié como criterio de exclusion del
estudio a la contaminacion de los medios de cultivo, la
imposibilidad de demostrar el £ faecalis, y la
precipitacion de las particulas de dentina en el medio de
TSB+E.

* 3 muestras al Microscopio Optico Brown&Breen

+ 2 muestras al MEB

15 NaClo 1%

= 15 NaClO 1% +6% | Sodcknes

116 muestrascon  (— 10 Solucién Salina | |rrigadoras
[~ Tibulos dentinales — . 44 ng tratados
infectados

15 Ca(OH), en pasta )
= 15 CHX 2% en Gel

v

» Medicacion

137 muestras 20 muestras » 10 No tratados Intraconducto

Limpiadas con EDTA ~ —— + 10 No tratad

y NaClO y autoclavadas o lratacos

2 » 15 Guitapercha — Cemento ZnoE |
» 2 MueStas —+ 15 Resilon - Cemento Epiphany | Sistemas de
——+ 10 No tratados Obturacién

10 No tratados

Sobrevivencia del E.faecalis después de ser

irrigados
0.25
§ o027 L
a |
O 015+
ke
S 01y ‘
n
c
3]
O 0.05
0 t t t .

NaOd 1% NaOCl 1% + CPos 24hrs  CNeg 24 hrs
6%

Irrigantes Endodénticos
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Figura 7. Accion antibacteriana de los sistemas de obturacion contra el
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Tabla 1. Resultados obtenidos por todos los grupos experimentales y controles

n Media Desv. Est. Mediana Rango

NaOCI 1% 15 0.113867 0.032339 0.116 b 0.071 - 0.193
NaOCI 1% + 6% 13 0.033692 0.014273 0.031 a 0.017 - 0.06
C. Pos 24 hrs 10 0.184100 0.010588 0.185 ¢ 0.164 - 0.201
C. Neg 24 hrs 10 0.021700 0.002983 0.0215 a 0.017 - 0.026
R/E 15 0.165200 b 0.041566 0.164 0.101-0.23
G/ZnOE 15 0.030800 a 0.020207 0.022 0.015 - 0.082
Ca(OH);95% 14 0.183000 b 0.086634 0.201 0.077 - 0.31
CHX G2% 15 0.023667 a 0.009619 0.022 0.012 - 0.037
C. Pos 7 dias 10 0.214400 b 0.049619 0.204 0.143 - 0.301
C. Neg 7 dias 10 0.021100 a 0.002685 0.0205 0.017 - 0.026

Las letras en las celdas de las medianas con letras diferentes presentaron diferencia significativa del p<.01.

Andlisis Estadistico

La densidad dptica se usd para representar los
resultados. A mayor densidad Optica, mayor crecimiento
bacteriano y menor capacidad antibacteriana el
tratamiento en prueba. Se obtuvieron las medidas de
tendencia central y dispersién en cada uno de los grupos.
Para observar las posibles diferencias estadisticas entre
los grupos se usé un analisis no paramétrico (Tukey-
Kramer) para irrigantes y controles de 1 dia y analisis
paramétrico (t Student) entre los grupos de
medicamentos intraconducto y selladores endodonticos y
controles de 7 dias, esto de acuerdo a la distribucion de
los residuos del modelo. Para todos los grupos se usé un
alfa de 0.01 (a=.01). El programa que se uso para el
analisis fue JMP IN 4.0.2 (SAS Institute Inc, EEUU).
Los grupos se compararon segun su funcion, irrigantes,
medicamentos intraconducto y sistemas de obturacion,
cada uno con sus respectivos controles.

Resultados

Uno de los resultados del grupo de Ca(OH)2 95%
y dos del NaOCl 1% + 6% fue eliminado del estudio,
debido a la precipitacion de particulas de dentina en el
medio de cultivo. Ninguna muestra fue excluida por
contaminacion.
Los resultados de la densidad optica, fueron ilustrados en
la tabla 1. El crecimiento bacteriano se encontré en
todas las muestras de los controles positivos, vy
estuvieron ausentes en las muestras de los controles
negativos. En el grupo de irrigantes inhibié mayor
cantidad de bacterias seis irrigaciones de hipoclorito de
sodio al 1% con una aplicacion final de 5 minutos con el
mismo producto al 6% (p>0.01 con el control negativo),
mientras que cuando se uso6 al 1% sin la aplicacion final
al 6%, inhibi6é bacterias, encontrandose diferencia con el
control positivo, pero también con el control negativo
(p<0.01) por lo cual se demostr6 que este grupo
disminuye la carga bacteriana pero no elimina la
bacteriana totalmente (figura 5). Para los medicamentos
intraconducto, la clorhexidina en gel al 2%, inhibid
totalmente la  sobrevivencia de la  bacteria,
comportandose similar al control negativo, mientras que
el hidréxido de calcio, no tuvo efecto alguno significativo
contra el E faecalis (p>0.01 con el control positivo)

(figura 6). El sistema de obturacion de gutapercha con
cemento de éxido de zinc y eugenol, inhibid casi
totalmente el £ faecalis en un periodo de 7 dias,
encontrandose un minimo crecimiento sin diferencia
estadistica al control negativo, mientras que el sistema
de Resilon con Epiphany se comportd similar al control
positivo de 7 dias de incubacién (p>0.01) (figura 7).

Discusion

Los tubulos dentinales pueden actuar como un
deposito de bacterias que terminaria en la infeccion o
reinfeccion durante o después del tratamiento
endodontico (Oguntebi 1994, Siquiera & Lopes 1999).
Por ello en el este trabajo se utilizd la metodologia de
infeccion y desinfeccion de tdbulos dentinales de
Haapasalo & Orstavik (1987) con algunas modificaciones.
Esta prueba ha servido para medir la capacidad
antibacteriana de irrigantes (Baker et a/. 2004, Osrtavik &
Haapasalo 1990), medicamentos intraconducto (Gomes
et al. 2003, Basrani et al. 2003, Fuss et al. 2002) y
selladores endododnticos (Saleh ef a/. 2004, Heling &
Chandler 1996).

Enterococcus faecalis fue usado como el
microorganismo de prueba debido a; (i) que esta
asociado con las inflamacion periapical persistente en
situaciones clinicas (Sundqvist et a/. 1998, Saleh et al.
2004), (ii) es una bacteria de tipo cocos y anaerobia
facultativa gram positiva, que ha servido para modelos
experimentales de tdbulos dentinales infectados (Gomes
et al. 2003, Saleh et al. 2004, Peters et al. 2000, Lenet et
al. 2000), (iii) facilmente cultivable en condiciones
aerobias o anaerobias (Lenet et a/ 2000), (iv) coloniza
facilmente los tdbulos dentinales de bovinos y humanos
(Osrtavik & Haapasalo 1990, Saleh ef al. 2004), (v)
puede ser usado en medios de cultivos especificos con
antibidticos, debido a la resistencia a estos, para reducir
la contaminacion (Saleh et a/, 2004, Barthel et a/. 1999) y
(vi) no se necesita técnicas de identificacion molecular ya
gue las bacterias viables son facilmente identificable con
pruebas bioquimicas.

En este estudio, las particulas de dentina fueron
recolectados en TSB con un agregado de 2 mg de
antibiotico por cada mililitro de TSB para hacer un medio
de cultivo especifico al Enterococcus faecalis resistente a



la estreptomicina, y evite el crecimiento de otras
bacterias pero permita el del £./aecalis (Saleh et al. 2004,
Barthel et a/. 1999).

Haapasalo & Orstavik (1987), determinaron el
crecimiento bacteriano por unidades formadoras de
colonias (CFU’s), lo cual no se realizd en este estudio.
Este trabajo utiliz6 mediciones de crecimiento bacteriano
por turbidimetria, reportando absorbancia, debido a que
otras investigaciones han logrado medir adecuadamente
y de una forma mas sencilla los resultados de las
investigaciones (Gomes et al. 2003, Heling & Chandler
1996).

Estudios previos han determinado la capacidad
antibacteriana de materiales en pruebas que se realizan
en contacto directo (Stuart et al. 1991, Bystrom et al.
1985), o bien en difusidon de agar (Basrani et a/. 2003,
Morrier et al. 2003, Barbosa et al/ 1997) también en
estudios “in vivo” donde se realiza una toma de muestra
directamente del conducto sin asegurarse de incluir
alguna superficie de tubulos dentinales que pudieran
estar contaminados (Ercan et al. 2004), esto podria ser
una variable que esté produciendo resultados falsos
negativos por lo que no fue utilizado.

La toma de muestra de los tubulos dentinales se
realizd con una fresa Peeso Largo #5, debido a que
recolecta  particulas de dentina a 300 pum
circunferencialmente del conducto, y en estudios previos
se ha determinado que la bacteria £ faecalis, puede
penetrar entre 300 a 400 um dentro de los tabulos
dentinales en un periodo de 1-3 semanas sin diferencias
significativas en los resultados (Saleh et al. 2004,
Haapasalo & Osrtavik 1987, Heling & Chandler 1996).

Otros estudios con metodologias similares,
obtienen los resultados por CFU’s o turbidimetria, pero
no realizan la identifiacidon bacteriana para determinar la
presencia 0 ausencia de contaminacion, lo cual debe
aplicarse como criterio de exclusion del trabajo (Buck et
al. 2001, Lynne et al 2003), por el contrario otros
estudios si verifican la pureza e identificacion del F.
faecalis produciendo resultados mas confiables (Saleh et
al. 2004, Lenet et a/. 2000, Shipper et al. 2004).

Estudios basados en el mismo modelo
antibacteriano usado en este trabajo, presentan ausencia
de controles (Gomes et al. 2003), o bien usan otros
tratamientos como control (Saleh ef a/. 2004). Es posible
aplicar controles fiables, debido a que son muy
importantes, cuando los estudios basan los resultados en
mediciones por turbidez del medio, ya que encontramos
que el control negativo, produce una turbidez basal al ser
depositadas las particulas de dentina dentro del medio de
TSB.

Soluciones irrigantes

En los resultados se observd que 10.8 mL de
hipoclorito de sodio al 1% irrigados en 6 momentos,
reduce la carga bacteriana significativamente (0.116) en
comparacion con el control positivo (0.185) (p>0.01),
pero cuando se agrega una aplicacion pasiva de
hipoclorito al 6% por 5 minutos reduce la carga

bacteriana a resultados sin crecimiento bacteriano
(0.014) comparable con el control negativo (p>0.01).

La colocacion de una aplicacién final de
hipoclorito al 6% por 5 minutos logréd evitar el
crecimiento y elimind las bacterias dentro de los tubulos
dentinales, estos datos concuerdan con Picolomini et al.
(2002), quienes reportaron que el 100% de las bacterias
habian muerto en un enjuague de hipoclorito al 5.25%
por 15 minutos, Gomes et al. (2001) reporta que en
contacto directo, el crecimiento del £ faecalis inhibido
con hipoclorito al 5.25% por 30 segundos. Nuestros
datos, confirman los resultados y proponen que con 5
minutos como colocacidn final al 6% son suficientes para
encontrar ausencia de crecimiento en el modelo
experimental de tubulos dentinales infectados.

Torabinejad et al. (2003), Siqueira et al. (2000),
y los autores de la presente investigacion estd de
acuerdo con que el poder antibacteriano del hipoclorito
de sodio es mayor en cuanto aumente la concentracion
del mismo.

Medicamentos intraconducto

Nuestros resultados no encontraron capacidad
antibacteriana significativa contra el Enterococcus
faecalis en tdbulos dentinales con dos semanas de
infeccion (p>.01) en la medicion de la densidad Optica.
El rango de turbidez varié considerablemente (0.077 -
0.31) lo que indica que en algunos especimenes hubo
mayor inhibicion que en otros, o bien, la inoculacién no
se dio de forma igual para todas las muestras, eso se
verifica en el control positivo (sin tratamiento
antibacteriano) donde el rango varié de 0.143 a 0.301,
demostrando que la inoculacién no se comporta igual
para todas las muestras.

Los resultados coinciden con los descritos por
Saleh et a/. (2004), que encuentran que el hidroxido de
calcio no elimina totalmente el Enterococcus faecalis en
un modelo similar, y coincidentemente la desviacion
estandar mas alta de ellos al igual que nosotros
aparentemente fue para el grupo de hidréxido de calcio.
Estos autores mencionan que “la aplicacion de hidréxido
de calcio por 7 dias reduce la carga bacteriana pero no
es efectiva en la eliminacién total del £ faecalis en
tubulos dentinales infectados”. Nuestros resultados no
demuestran lo mencionado por los autores, debido a que
al no haber diferencia significativa entre el control
positivo y el de hidréxido de calcio, no catalogamos que
el hidroxido de calcio reduce la carga bacteriana, pero,
en que no es efectiva contra el £ faecalis no existe
oposicion. La diferencia entre resultados entre estudios
puede darse en la resistencia a antibidticos, el porcentaje
de resistencia a antibidticos, el estrés bacteriano sufrido
durante la investigacion y la posible mutacion que dicha
bacteria halla podido sufrir, influya directamente en los
resultados del estudio.

Muchos  estudios han  mencionado |la
sobreviviencia, eliminacion o inhibicion del £. faecalis y
otras bacterias en presencia de hidroxido de calcio, eso
se debe a una falla metodolégica en donde el pH es la
variable protagonista.




Reportes del hidréxido de calcio mezclado con
agua destilada, solucion salina y glicerina, en el modelo
de difusion en el agar, muestran que las mezclas son
inefectivas en la inhibicion del crecimiento de bacterias
anaerobias y facultativas (Basrani et a/. 2003, Morrier et
al. 2003, Barbosa et al. 1997), una explicacion a estos
resultados se deben a que los medios de cultivo pueden
contener en su composicion sustancias amortiguadoras
que se combinan con el alto pH del Ca(OH), y termina en
un pH insuficiente en la inhibicién microbiana (Siquiera &
Lopes 1999). Otros reportes, demuestran que el Ca(OH),
tiene efectos antibacterianos efectivos cuando son
probados en contacto directo (Stuart et a/. 1991, Bystrom
et al. 1985), pero el contacto directo y los resultados
obtenidos en estos trabajos no son extrapolables
clinicamente (Siquiera & Lopes 1999).

Los estudios en tubulos dentinales infectados
demuestran que el hidroxido de calcio, no es efectivo
para eliminar el Enterococcus faecalis, y se ha
encontrado que necesita mas de 10 dias para que esto
suceda (Orstavik & Haapasalo 1990). Otros estudios
mencionan que en 7 dias el hidroxido de calcio no tiene
efecto contra el Enterococcus faecalis cuando se
encuentra dentro de los tabulos dentinales, no esteriliza
la dentina ni previene la reinfeccién (Heling et al. 1992,
Siquiera & Uzeda 1996). Los resultados se basan en la
explicacion de que las bacterias colonizan los tejidos en
ramificaciones, istmos e irregularidades, que ayudan a la
proteccion de la accion del hidroxido de calcio. Otra
explicacion es que existe una resistencia intrinseca a los
medicamentos, un efecto amortiguador del pH por la
accion buffer de la dentina, la baja solubilidad vy
difundibilidad del hidréxido de calcio por los tubulos
dentinales, la activacion de una bomba de protones
especifica por la bacteria, un sistema de enzimas
especificas, un  dispositivo  amortiguador  que
practicamente permite mantener el pH interno constante
y una barrera fisica de las bacterias (Siquiera & Lopes
1999).

Los resultados obtenidos determinaron Ia
suceptibilidad del E. faecalis a la clorhexidina en gel al
2% al no encontrarse diferencia significativa con el
control negativo (0.023 vs 0.021 con p>0.01) pero si con
el hidréxido de calcio y el control positivo (p<0.01). Lo
que indica la efectividad de esta para actuar como un
medicamento intraconducto por 7 dias en la desinfeccion
de los tubulos dentinales contaminados. Cuando se usa
a concentraciones menores (0.12%), el medicamento no
inhibe totalmente el £ faecalis (Lynne et al. 2003,
Sassone et al, 2003). Sassone et al. (2003) reportan que
“de acuerdo con los resultados, se concluye que la
solucion de clorhexidina debe usarse a concentraciones
mayores a 0.12% para obtener un espectro
antibacteriano”, si tomamos en cuenta que el método
que se utilizd en ese trabajo, fue por contacto directo,
con mas razdén clinicamente debe usarse a
concentraciones mayores. De la misma forma Ia
clorhexidina al 2% en gel a demostrado actuar
efectivamente contra el £. faecalis, donde se encontraron
cultivos negativos en periodos de 1, 2, 7 y 15 dias

(Gomes et al. 2003). Otros estudios reafirman los
resultados (Vianna et al/ 2004, Basrani et al. 2003,
Gomes et al. 2001, Lenet et al. 2000), de hecho se ha
llegado a mencionar que la clorhexidina en gel al 2% en
dientes medicados por una semana tiene un efecto
antibacterial residual contra el £. faecalis (Basrani et al.
2002).

La capacidad de este compuesto para eliminar
facilmente al £, faecalis es porque la clorhexidina es un
agente cationico (grupo bisgiianida; radical 4-clorofenil) y
esa naturaleza catidnica, promueve conexiones con
compuestos anionicos de la superficie de la bacteria
(grupos fosfatos del acido teicoico de las bacterias gram
negativas y de los lipopolisacaridos de las bacterias gram
positivas) capaz de alterar su integridad. Los iones de
fosfato, son la primera sustancia en aparecer dentro de
la membrana citoplasmatica dafiada. La alteracién de la
membrana citoplasmatica ya permeable promueve la
precipitacion de proteinas citoplasmaticas, alteran el
balance osmoético celular, interfiere con el metabolismo,
crecimiento, divisidn celular, inhibicion de la ATPasa
membranal e inhibe el proceso anaerobio (Estrela et al.
2003).

Sistemas de obturacion

El cemento de dxido de zinc y eugenol (formula
de Grossman), es uno de los cementos mas estudiados
en endodoncia y cuando se compara con otros cementos
de uso comun, este sellador es quién dispone de la
capacidad antibacteriana mayor (Abdulkader et a/. 1996,
Kaplan et al/ 1999, Fuss et al 2000, Lai et a/ 2001,
Mickel et al. 2003). Nuestros resultados concuerdan con
los ya mencionados. En este estudio se compard un
sistema de obturacion convencional que es la
combinacion de gutapercha con cemento de ZnOE,
contra un sistema que esta siento introducido en el
mercado por Resilon Research y Pentron, para el sistema
de obturacién Epiphany, que se compone de la punta que
contiene Resilon y el cemento Epiphany de resina.

El cemento con la formula de Grossman se ha
presentado como el de mayor capacidad antibacteriana
en comparacion con otros selladores como el Roeko,
Apexit y Ketac-Endo (Saleh et a/ 2004), datos que
concuerdan con los obtenidos en Ila presente
investigacion, donde el cemento de dxido de zinc vy
eugenol (SILCO, San Luis Potosi, Mex), no presento
diferencia significativa con el control negativo (p>0.01),
pero si con el Resilon y Epiphany y el control positivo
(p<0.01).

La capacidad antibacteriana se explica por la
liberaciones de iones de eugenol y Zinc tanto del
cemento como de la gutapercha y que ingresa dentro de
los tubulos dentinales (Saleh et a/, 2004). Por su parte el
ZnO tiene la funcibn de actuar como agente
antimicrobiano y sirve de citoprotector a las células
tisulares (Sunzel et al. 1997). Asi mismo se menciona
que la gutapercha tiene capacidad antibacteriana y se le
atribuye a la presencia de oxido de zinc (del 37% al
75%), pero puede variar debido a que los componentes
son diferentes segun las casas comerciales (Gurgel-Filho




et al. 2003). Ademas otra caracteristica se debe a una
explicacion mecanica, que se basa, en hacer un medio,
privado de nutrientes y espacio para la multiplicacion
(Saleh et al 2004).

Para Resilon y Epiphany, los datos reportan que
en 300 um de tdbulos dentinales infectados con £,
faecalis, este material cuenta con capacidad
antibacteriana muy limitada.

Dentro de los componentes que podrian
funcionar como antimicrobiano del cemento de resina
Epiphany se encuentra el hidroxido de calcio, que se
encuentra en cantidades infimas, y si este es liberado no
se considera que produzca efecto alguno por las ya
mencionadas razones de la accion del hidréxido de calcio
ante el £ faecalis en tejido dentinal.

A pesar que no presentd diferencia significativa
con el control positivo de 7 dias de incubacion (p>0.01),
se observa que la columna de medicion de densidad
optica es menor que este, lo cual se explica porque la
obturacién por si sola produce un medio, privado de
nutrientes y espacio para la multiplicacién bacteriana
(Saleh et al 2004).
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