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Resumen

Introduccion: El objetivo del tratamiento de conductos radiculares el eliminar los
restos de tejido pulpar, tanto vital como necrético, asi como microorganismos y sus
toxinas ademas de la prevencion de reinfeccion. Entre los patégenos endodonticos,
Enterococcus faecalis se reconoce como la especie mas resistente y se vincula a
menudo con los fracasos en los tratamientos endododnticos. Para lograr la
erradicacion de los microorganismos del sistema de conductos se requiere un uso
combinado de instrumentacion y protocolos de control de desinfeccion quimica.
Objetivo: Determinar a qué temperatura el NaOCI en concentracion de 2.25% tiene
mayor efecto antimicrobiano contra Enterococcus faecalis, a 18°C o a 38°C.
Materiales y métodos: Se utilizd un disefio experimental in vitro con 42 dientes
anteriores humanos extraidos, estandarizados a una longitud de 14mm e
instrumentados hasta un ISO 30. Se dividieron en 3 recipientes etiquetados con el
nombre de cada grupo experimental: Grupo solucion salina, grupo NaOCI 18°C y
grupo NaOCI 36°C. Posteriormente se inocularon con Enterococcus faecalis y se
incubaron por un periodo de 3 semanas a 36°C. Los conductos radiculares se
irrigaron con la solucién correspondiente y técnica pasiva. Para la recoleccion de
muestras, se introdujeron puntas de papel estériles a la longitud de trabajo durante
15 segundos. Para evaluar la actividad antimicrobiana, se empled el método de
conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias). Resultados: El grupo control
de solucién salina presentd el mayor niumero de UFC con un promedio de 203,
seguido del grupo de NaOCI a 18°C con un promedio de 5.35 y NaOCI a 36°C con
un promedio de 3.78. Sin embargo, la comparacién Post Hoc entre grupos no mostré
diferencias significativas entre NaOCl a 18°C y NaOCI a 38°C. Conclusiones: El
hipoclorito de sodio a 18° 0 a 38°C presenta la misma actividad antimicrobiana frente
a Enterococcus faecalis.

Palabras clave: Hipoclorito de sodio, Enterococcus faecalis, accion antimicrobiana,
temperatura de NaOCI, Irrigantes.



Summary

Introduction: The objective of root canal treatment is to achieve the removal of vital
and necrotic remains of pulp tissues, microorganisms and microbial toxins from the
root canal system, as well as the prevention of reinfection. Among endodontic
pathogens, Enterococcus faecalis is considered the most resistant species and is
associated with endodontic treatment failures. To achieve the eradication of
microorganisms from the duct system, a combined use of instrumentation and
chemical disinfection control protocols is required. Objective: To determine at what
temperature NaOCI in a concentration of 2.25% has the greatest antimicrobial effect
against Enterococcus faecalis, at 18°C or 38°C. Materials and Methods: An in vitro
experimental design was used with 42 extracted human anterior teeth, standardized
to a length of 14mm and instrumented up to 1ISO 30. They were divided into 3
containers labeled with the name of each experimental group: Saline Group, 18°C
NaOCI Group and 36°C NaOCI Group. They were then inoculated with Enterococcus
faecalis and incubated for a period of 3 weeks at 36°C. The root canals were irrigated
with the corresponding solution and passive technique. For sample collection, sterile
paper tips were inserted at working length for 15 seconds. The CFU (Colony Forming
Units) count was used as a method to evaluate antimicrobial activity. Results:The
saline control group had the highest number of CFUs with an average of 203,
followed by the NaOCI group at 18°C with an average of 5.35 and NaOCI at 36°C
with an average of 3.78. However, the Post Hoc comparison between groups
showed no significant differences between NaOCI at 18°C and NaOCI at 38°C.
Conclusions: Either sodium hypochlorite at 18°C or preheated at 38°C has the
same antimicrobial activity against Enterococcus faecalis.

Keywords: Sodium Hypochlorite, Enterococcus faecalis, Antimicrobial Action,
NaOCI| Temperature, Irrigants.
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l. Introduccioén

El tratamiento de conductos previene o resuelve la periodontitis apical,
provocada principalmente por microorganismos bacterianos. Su objetivo es eliminar
los tejidos pulpares que pueden servir como sustrato microbiano, asi como la

biopelicula y las toxinas bacterianas (Retamozo et al., 2010; Mohmmed et al., 2017).

Las bacterias han sido identificadas durante un largo periodo como los
principales agentes causantes de las lesiones pulpares y periapicales (Siquiera,
2004). Los microorganismos que subsisten tras el proceso de higienizacion
contribuyen de forma significativa al fracaso del tratamiento del conducto radicular.
Es decir, si los microorganismos persisten dentro del conducto en el momento de la
obturacion, el tratamiento endoddntico tiene una mayor probabilidad de fracaso
(Sjogren et al., 1997; Rosenthal et al., 2004).

Entre los patégenos endoddnticos, Enterococcus faecalis se considera la
especie mas resistente en los conductos radiculares infectados y esta fuertemente
asociada al fracaso del tratamiento endodontico. Los estudios in vitro demuestran
que es capaz de penetrar en los tubulos dentinarios y permanecer activo incluso 12
meses después de la intervencidn (Sedgley et al., 2005; Haapasalo, 1987). Esto
podria deberse a que el Enterococcus faecalis presenta caracteristicas favorables
para adaptarse a condiciones adversas, lo que le confiere la capacidad de resistir

frente a distintos irrigantes utilizados en endodoncia (Zehnder et al., 2009).

Aunado a lo anterior, los estudios ex vivo y las pruebas clinicas demuestran
gue la instrumentacion mecéanica deja sin tocar hasta un 40% de zonas importantes
de las paredes del conductor radicular (Peters, 2004; Peters et al., 2001; Sundqvist
et al.,1998). Por lo tanto, la erradicacion de bacterias en los sistemas de conductos
radiculares requiere un uso combinado de instrumentacién y protocolos de control

de infecciones. En concreto, el nimero de microorganismos bacterianos se reduce



mediante la limpieza mecanica, la cual siempre debe ir seguida de una irrigacion

quimica (Sundqvis, 1992).

Hoy en dia, debido a su amplio espectro antimicrobiano y capacidad para
disolver el tejido organico e inorganico del conducto radicular, el irrigante mas
utilizado es el hipoclorito de sodio (NaOCI), cuyas concentraciones van de 0.5% al
6% (Ohara et al.,, 1993). Se afirma que estas caracteristicas aumentan con su
concentracion, pero eso también va acompafiado de un aumento en su toxicidad
si entra en contacto con los tejidos periapicales (Hulsmann et al., 2000; Spencer et
al., 2007).

En la terapia endoddntica no existe un acuerdo respecto a la concentracion
a utilizar. Lo deseable es que el irrigante destruya microorganismos y neutralice sus
productos sin dafiar los tejidos del huésped. Por lo tanto, la mejor concentracion
deberia ser aquella que combine baja toxicidad con efectos antibacterianos
adecuados (Siquiera et al., 2000). Sin embargo, no existe una solucion irrigante que
cumpla con todas las caracteristicas ideales; por tal motivo, se recurre a la
combinacion de soluciones y a la modificacion de los protocolos (Basrani et al.,
2012).

Una alternativa en los protocolos es aumentar la temperatura del hipoclorito
de sodio para mejorar su eficacia a baja concentracién. No obstante, existe poca
evidencia y escasez de datos en la literatura dental que comparen la actividad
antimicrobiana del hipoclorito de sodio precalentado frente a microbiota relevante

para la endodoncia, como Enterococcus faecalis.



Il. Antecedentes

Las bacterias se han identificado como los principales agentes causales en
la formacion de lesiones pulpares y periapicales (Siquiera, 2008). La necrosis del
conducto radicular crea un ambiente fértil para el crecimiento y desarrollo de

diversas especies bacterianas.

Siquiera et al. (2011) enfatizaron que, en la cavidad bucal de cada persona
existe un extenso numero de especies de microorganismos, aproximadamente
entre cien y doscientas. De estas, entre diez y veinte especies bacterianas se
seleccionan continuamente para su propio desarrollo y supervivencia dentro del

sistema radicular afectado por necrosis.

Enteroccocus faecalis, se considera la especie mas resistente en los
conductos radiculares infectados y, ademas, se asocia frecuentemente con los
fracasos del tratamiento de endodoncia. Asi mismo, sobrevive en condiciones de
inanicién. Alghami et al. (2020) determinaron que este factor de virulencia esté
fuertemente asociado a la capacidad de Enteroccocus faecalis de invadir los tubulos

de la dentina.

Durante la terapia endodontica, la cantidad de bacterias en el conducto
radicular puede disminuir considerablemente mediante la configuracion
biomecanicay la desinfeccion quimica. A saber, durante el desbridamiento quimico-
mecanico de los conductos radiculares, el hipoclorito de sodio es el agente irrigante
mas utilizado, como lo concluyen algunos estudios, entre los que se pueden
mencionar los siguientes: Auerbach (1953), quien demostrd la eficacia de la
irrigacion con hipoclorito de sodio combinado con la limpieza mecanica en la
reduccion de la poblacion bacteriana de los conductos infectados. Veinte afios mas
tarde, Spangberg et al. (1973) comprobaron que el hipoclorito de sodio es el irrigante
preferido para la mayoria de los casos, por su efecto combinado antimicrobiano y

de limpieza.



En numerosas publicaciones se ha afirmado que la accidon antimicrobiana
y la disolucion de tejido del hipoclorito de sodio aumenta con su concentracion. Otro
enfoque es aumentar la temperatura, ya que mejora la actividad bactericida y la
disolucion pulpar. Hasta ahora, las temperaturas probadas para el hipoclorito de
sodio en la disolucion de tejidos son: 37°C por Sirtes et al. (2005), 45°C por Rossi-
Fedele y De Figueiredo (2008), 60°C por Abou-Rass y Oglesby (1981) y 75°C por
Stojicic et al. (2010).

Igualmente, Butterfield et al. (1943) determinaron que las propiedades
bactericidas de los compuestos que contienen cloro se incrementan con el aumento

de la temperatura de la solucién entre 2°C a 5°C, es decir, de 20°C a 25°C.

Mas tarde, a través de un estudio in vitro, Cunningham et al. (1980)
indicaron que tanto las propiedades de desbridamiento como de desinfecciéon del
hipoclorito de sodio al 2.6% en el tratamiento endoddntico se potencian frente a
cultivos de Streptococcus sanguis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Proteus vulgaris y Bacillus subtilis, al elevar la temperatura de la solucion de 21°C
a 37°C lo que ademas aumenta significativamente su capacidad de disolucion de

tejidos organicos.

Abou-Rass y Oglesby (1981) demostraron que, sin importar la
concentracion (2.6% o0 5.25%), las soluciones de hipoclorito de sodio calentadas a
60°C resultaron ser mas efectivas para disolver el tejido conectivo de ratas. Los
resultados sobre el aumento de la capacidad antibacteriana de las soluciones de
hipoclorito de sodio calentadas también fueron confirmados por Sirtes et al. (2005),
quienes evaluaron la actividad antimicrobiana de la solucién precalentada. Este
estudio demostro un aumento de cien veces en la eliminacion de Enterococcus

faecalis entre las soluciones de hipoclorito de sodio a 20°C y a 45°C.

Por otro lado, recalcando lo citado por Estrela et al. (2002), quimicamente,

al aumentar la temperatura de una solucion desinfectante, su capacidad de limpieza



mejora. Respecto al hipoclorito de sodio, esto puede deberse a que, al aplicar calor
sobre el mismo, la fuerza de cohesién entre sus moléculas se reduce como
consecuencia de la disminucion en la tension superficial, tornando al liquido mas

fluido y mejorando su capacidad de penetracion (Bukiet, 2013).

Jaquez et al. (2011) describieron que la aplicacion de calor a una solucion
es el factor determinante para el aumento de energia cinética sobre sus moléculas,
obteniendo asi una solucién que se propaga a través de las paredes con un
mecanismo de accion y desintegracion de los elementos bacterianos mas eficaz. En
consecuencia, se obtienen mejores resultados de asepsia al interior del sistema de

conductos radiculares, asi como una disminucion en la carga bacteriana presente.

Bukiet et al. (2013) mencionan que cuando un liquido se calienta, la energia
cinética aumenta, sus moléculas se excitan y comienzan a moverse, es decir, las
moléculas se mueven mas rapidamente a 37°C que a 22°C. Del mismo modo, Myers
et al. (1999), habian comprobado que, al aumentar la temperatura, la tension
superficial disminuia porque la energia cinética (velocidad) de las moléculas
aumentaba. En resumen, las fuerzas intermoleculares disminuyen, lo que resulta

también en una tension superficial reducida.

Por lo anterior, se concluye que la temperatura de las soluciones de
hipoclorito de sodio no s6lo aumenta la accion bactericida y la capacidad de
disolucion de los tejidos, sino que también es una variable que influye en la
viscosidad del fluido y la tensién superficial de este irrigante.



I1l. Fundamentacion tedrica

1.1 Enfermedad pulpar y periapical

La periodontitis apical es una patologia inflamatoria que surge debido a la
infeccion del sistema de conductos radiculares. Su etiologia es microbiana (Seltzer
et al., 1988) e implica cambios histopatoldgicos en los tejidos que rodean al diente:
el hueso alveolar, el ligamento periodontal y el cemento radicular. Estos cambios
suelen deberse a los microorganismos, a sus toxinas bacterianas, subproductos
metabdlicos nocivos y al tejido pulpar desintegrado en el sistema de conductos

radiculares (Sundqvist, 1976).

El complejo dentinopulpar se encuentra rodeado por tejidos (dentina y
esmalte) que funcionan como una barrera mecénica defensiva frente a agentes
agresores. Cuando esta barrera se rompe, ya sea a consecuencia de traumatismos,
fracturas, desgastes, abrasiones o caries, por mencionar algunos, se desencadena
una respuesta inflamatoria e inmune en la pulpa. Siempre que la dentina se
exponga, existe el riesgo de infeccion pulpar debido a la permeabilidad de los
tubulos de la dentina normal (Pashley, 1985).

La infeccion endodontica se establece y desarrolla cuando las bacterias
gue colonizan el conducto radicular se extienden hasta entrar en contacto con los
tejidos perirradiculares a través de las multiples vias de comunicacién, como los
foramenes apicales, conductos laterales y accesorios, tubulos dentinarios,

perforaciones y/o anomalias de desarrollo (Sonde et al., 2020).

Aunque se han identificado microorganismos como hongos, arqueas y
virus, las bacterias son consideradas las principales responsables de las infecciones
endodénticas (y, por ende, de la periodontitis apical) debido a su predominio,
organizacion y capacidad patogénica (Siqueira et al., 2004). En las infecciones

primarias del conducto generalmente predominan microorganismos anaerobios



obligados. Entre ellos se incluyen los bacilos anaerobios gramnegativos, los cocos
anaerobios grampositivos, las especies de lactobacilos y los estreptococos
grampositivos facultativos que son los microorganismos que con mayor frecuencia

se aislan antes del tratamiento (Sundqvist, 1994).

Cuando las bacterias facultativas se establecen tienen mayor probabilidad
de sobrevivir tanto a la instrumentacion quimico-mecénica como a la medicacién
intraconducto. Tal es el caso de los estreptococos, enterococos y lactobacilos
(Chavez et al., 2003). En particular, Enterococcus faecalis ha ganado atencion,
puesto que frecuentemente se aisla de conductos radiculares en tratamientos
fallidos (Hancock et al, 2001; Kayaoglu et al., 2004; Siquiera et al.,2004).

I11.2 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis es una especie del género Enterococcus. Es un coco
grampositivo de 0.5 a 1 mm de diametro, anaerobio facultativo, que no forma
esporas, con células de forma ovoide. Enterococcus faecalis es un patdégeno
oportunista que juega un papel clave como agente principal en las infecciones
nosocomiales (Scheleifer et al., 1984), suele encontrarse en diversos entornos,
como el tracto genitourinario, gastrointestinal o en la cavidad oral (Rocas et al.,
2004).

De las especies de Enterococcus, Enterococcus faecalis es la que se aisla
y detecta con mas frecuencia en infecciones orales. Existe evidencia que respalda
su asociacién con la periodontitis marginal (Rocas et al., 2004), los conductos
radiculares infectados (Engstrom, 1964) y abscesos perirradiculares (Brook et al.,
1991; Ximes et al.,2013; Rocas et al., 2004). Enterococcus faecalis cuenta con
factores de virulencia que pueden estar implicados en la causalidad de la
enfermedad pulpar y perirradicular, entre los que se incluyen: citolisina (litica hacia
células de mamiferos seleccionados), enzimas liticas como gelatinasa e

hialuronidasa (implicadas en dafio tisular), sustancia de agregacion (implicada en la



unioén a leucocitos y matriz extracelular conectiva), feromonas (quimioatrayente para
neutrofilos) y acido lipoteicoico (implicado en la adhesion a superficies del huésped)
(Rocas et al.,2004).

De igual manera, Enterococcus faecalis esta asociado con numerosos
fracasos en tratamientos endodonticos. (Lin et al 1992). Esto podria estar
relacionado con su resistencia antimicrobiana innata, su habilidad para adaptarse y
sobrevivir a las variaciones en el entorno, a su capacidad de traspasar los tubulos
dentinarios a una profundidad considerable y a su crecimiento en la superficie

interna del conducto radicular en forma de biofilm (Ramachandran, 1987).
[11.3 Tratamiento endoddntico

La terapia de conductos radiculares es el método eficaz y comunmente
aplicado en el tratamiento clinico de la enfermedad pulpar y perirradicular. Sus
objetivos son: curar o prevenir la aparicion de periodontitis apical, evitar que los
conductos se vuelvan a contaminar, promover la reparacion del hueso alveolar y

devolver al paciente a su estado funcional (Orstavik, 1998; Trope, 2003).
El tratamiento ortégrado habitual consta de:

-Diagnéstico: Consiste en determinar cual es el problema del paciente y la
causa que lo origina, lo que resulta fundamental para la elaboracién de un plan de

tratamiento adecuado.

-Conformacion y limpieza o desinfeccién: Tienen como objetivo erradicar
los microorganismos que contaminan el sistema de conductos radiculares a través
de la instrumentacion biomecanica, es decir, mediante conductos ensanchados con
instrumentos manuales o rotatorios. Shilder (1974) sefialé que se debe preparar una
conicidad uniforme y continua, lo que facilita la desinfeccion quimica con soluciones

irrigantes (Siqueira et al, 2011; Peters et al., 2004).



-Obturacion tridimensional del foramen apical.
[1l.4 Irrigacion

En el campo de la medicina, el término “irrigacion” se utiliza cominmente y
puede definirse como el método empleado en la limpieza de un 6érgano, de una
cavidad corporal o herida mediante la aplicacion de un liquido o solucién (Collins,
2003).

Durante la terapia endodontica, la instrumentacion siempre debe
complementarse con soluciones de irrigacion activa. Varios estudios han
demostrado que la conformacion mecanica garantiza solo el 60% de la preparacion
del conducto, y hasta un 40% de la pared principal permanece sin tocar (Peters et
al.,, 2001), lo que subraya la importancia de los medios quimicos para limpiar y
desinfectar todas las zonas del conducto radicular, incluyendo conductos accesorios
y laterales, istmos y la microanatomia de los tibulos dentinarios (Haapasalo, 2010;
Sundqvist et al. 1998; Peters, 2004).

Se recomienda el uso de diferentes soluciones irrigantes durante el
tratamiento endodontico para disminuir y eliminar bacterias o fragmentos de tejido
pulpar. De acuerdo con Haapasalo (2010), una solucion irrigante ideal para la

terapia endodontica debe cumplir con las siguientes caracteristicas:

Accion de lavado (Ayudar a eliminar residuos).

Funcionar como lubricante y disminuir la friccion de los instrumentos.
Facilitar eliminacion de dentina.

Disolver dentina (tejido inorganico).

Penetrar en la periferia del conducto.

Desintegrar colageno dentinario, tejido pulpar, biofilm (materia organica).

Ser bactericida, amplio espectro y eficaz contra anaerobios facultativos.

© N o 0o b~ WD PE

No irritar ni dafiar los tejidos periapicales (sin efectos causticos ni citotoxicos).



9. No dafar estructura dental ni tedirla.
10.Tension superficial reducida.

11.Ser accesible y relativamente econémico.

Desafortunadamente, ninguna de las soluciones de irrigacién disponibles

puede considerarse 6ptima.

[11.5 Hipoclorito de sodio

Las soluciones de hipoclorito de sodio son comercialmente faciles de
conseguir, a bajo costo y con buena durabilidad. Se usan a menudo como

desinfectante o blanqueador (Dychdala et al., 1991; Frais et al., 2001).

En la primera guerra mundial Dakin recomendé una disolucion al 0.5% para
la irrigacion de heridas, pero fue Coolidge quien impulsé la aplicacion y uso de

NaOCI en endodoncia como la principal solucién irrigante hasta 1919.

El NaOCI es el estandar de oro de los irrigantes en endodoncia y el mas
utilizado, porque satisface muchas caracteristicas ideales mencionadas
anteriormente, entre las que se encuentran: propiedades antimicrobianas de amplio
espectro (Enterococcus faecalis, Atinomyces naeslundii y Candida albicans,
especies involucradas en la infeccion endodontica) (Rahimi et al., 2014) y, al mismo
tiempo, la capacidad de disolver compuestos organicos, ya sean pulpares o de la
dentina. Asimismo, provoca un aumento en el pH, superando 11, lo que altera la
membrana citoplasmatica y lleva a la destruccién de las células y biopeliculas
bacterianas (Senias et al., 1971, Estrela et al., 2002). Ademéas, cumple una funcion

lubricante, facilitando la acciéon de los instrumentos.

El NaOCI se utiliza en diferentes concentraciones, entre las cuales se
incluyen: 0.5% (Solucion de Dakin), 1% (solucion de Milton), 2.5% (solucion de
Labarraque) y 5.25% (soda clorada), siendo ésta ultima la de mayor uso clinico. No

obstante, se han reportado dafos severos cuando dichas soluciones concentradas
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se extruyen hacia los tejidos perirradiculares o filtran a través del dique de hule
(Zehnder,2006). La efectividad antibacteriana y la capacidad de disolucion de
tejidos del hipoclorito de sodio dependen de su concentracion, igual que su nivel de
toxicidad (Sapngberg et al., 1973).

[11.6 Incremento de la temperatura del NaOCI

La temperatura es la medida del promedio de energia cinética de los
atomos y moléculas en el sistema. Tipicamente, se calcula en unidades de grados
Celcius (°C), Fahrenheit (°F) o Kelvin (K) (Knight, 2013).

La literatura sugiere varias técnicas para mejorar la eficacia del hipoclorito de sodio,
como el precalentamiento de la solucion irrigante (Zehnder, 2006; Haapasalo,
2010). La eficacia del hipoclorito de sodio calentado se debe a la aceleracion de la
velocidad de reaccién y a la mejora del flujo del irrigante (Bukiet, 1998).

La accion de las disoluciones de hipoclorito de sodio puede incrementarse
al calentarlo para aumentar su temperatura. Las ventajas reportadas son
numerosas, por ejemplo: mayor actividad antimicrobiana, mejora en su capacidad
de disolucién de tejidos (Stojicic, 2010; Woodmansey, 2005), eliminacion de

residuos organicos y disminucioén de su viscosidad (Gopikrishna,2014).

El calentamiento del hipoclorito de sodio se puede realizar precalentando
la solucion fuera del conducto; existen dispositivos para precalentar jeringas de
hipoclorito de sodio (Rossie-Fedele, 2008; Sirtes, 2005), o mediante el
calentamiento in situ dentro del conducto, a través de la activaciobn de puntas
sonicas/ultrasonicas, fuentes de calor controladas o transportadores de calor
(Cunningham, 1980; Woodmansey, 2005, Zeltner, 2009).
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IV. Hipotesis

IV.1 Hipotesis de trabajo:

El NaOCI en concentracion de 2.5% tiene mayor efecto antimicrobiano
contra Enterococcus faecalis a temperatura de 38°C que a 18°C durante el

tratamiento endododntico.
IV.2 Hipétesis nula:

El NaOCI en concentracion de 2.5% tiene mayor efecto antimicrobiano
contra Enterococcus faecalis a temperatura de 18°C que a 38°C durante el

tratamiento endodéntico.
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V. Objetivos

V.1 Objetivo general

Determinar a qué temperatura el NaOCIl en concentracion de 2.5% tiene

mayor efecto antimicrobiano contra Enterococcus faecalis, a temperatura de 18°C

0 a 38°C durante el tratamiento endododntico.

V.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto antimicrobiano contra Enterococcus faecalis de NaOCI en
concentracion de 2.5% a temperatura de 38°C durante el tratamiento

endodontico.

Evaluar el efecto antimicrobiano contra Enterococcus faecalis de NaOCI en
concentracion de 2.5% a temperatura de 18°C durante el tratamiento

endodontico.
Comparar el efecto antimicrobiano contra Enterococcus faecalis de NaOCI

en concentracion de 2.5% a temperatura de 38°C e NaOCI a concentracion
de 2.5% a 18°C de temperatura.
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VI. Material y métodos
VI.1 Tipo de investigacion
Experimental in vitro
VI.2 Unidad de analisis

Cajas Petri de agar cerebro corazén en las que se sembraron muestras de
organos dentales previamente inoculados con Enterococcus faecalis, los cuales,
dependiendo el grupo, fueron irrigados con solucion salina, NaOCl a 18°C de

temperatura o NaOCl a 38°C de temperatura.
VI.3 Muestra

42 6rganos dentales anteriores que cumplieron con los criterios de inclusion,
divididos en 3 grupos dependiendo el irrigante a ser usado: Solucion salina (n=14),
NaOCI 2.5% a 18°C (n=14) y NaOCI 2.5% 38°C (n=14).

VI.3.1 Criterios de seleccidén
Criterios de inclusion:

Organos dentales anteriores (caninos, incisivos centrales y laterales)

humanos extraidos con las siguientes caracteristicas:

e Unirradiculares
e Con raices rectas
e Con apices maduros (cerrados)

e Con conductos Unicos
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Criterios de exclusion:

Organos dentales anteriores (caninos, incisivos centrales y laterales)

humanos extraidos con las siguientes caracteristicas:

¢ Previamente tratados

¢ Con Malformaciones radiculares

e Con restauraciones

e Con presencia de calcificaciones

e Con reabsorcion radicular interna o externa
e Con fisuras o fracturas

e Con caries
Criterios de eliminacion:

o Organos dentales anteriores extraidos que se hayan fracturado durante el
procedimiento.
o Organos dentales anteriores extraidos que se hayan perforado durante el

procedimiento.
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VI.3.2 Variables estudiadas

Variable dependiente

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESS’ELA UNIIDDEAD
CONCEPTUAL | OPERACIONAL | VARIABLE MEDICION MEDIDA
Contando
cantidad de UFC
en cajas Petri
donde se coloca
. la muestra
Cgpgmdad de tomada del
Efecto eliminar conducto oL .
A . Enterococcus . Cuantitativa Continua UFC/ml
antimicrobiano . radicular
faecalis total o .
N después de
parcialmente. o
utilizar las
soluciones de
NaOCI a
diferentes
temperaturas.
Variable Independiente
VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ES([.“,),ELA UNIDAD DE
CONCEPTUAL | OPERACIONAL | VARIABLE p MEDIDA
MEDICION
La temperatura
se obtiene
utilizando un
termémetro de
mercurio,
Magnitud fisica | asegurando que
Temperatura - h
o que cuantifica el | esté en contacto Grados
de 18°C o . . N . P
38°C de nivel de calor de | con Ia_sustanma Cuantitativa Continua centigrados
NaoCl un cuerpo o | a medir, y luego (°C)

sistema.

leyendo el valor
numeérico
proporcionado
en la escala de
temperatura
relevante.
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VI.4 Procedimientos

Se dividi6 en 6 fases que se desarrollan a continuacion:

1. Fase de recoleccion

- Se recolectaron 42 érganos dentales anteriores de pacientes, donados sin fines
de lucro y con el propdsito unico de realizar esta investigacion, los cuales fueron

extraidos por enfermedad periodontal o indicacion protésica.

- Se elimino el tejido blando remanente de los 6rganos dentales al ser lavados con

un cepillo.

- Se removidé calculo y placa dentobacteriana con ultrasonido DTE6 Lux®
(Woodpecker).

- Posteriormente, se almacenaron en solucion salina hasta su preparacion.

2. Fase de preparacion de la muestra

- Los 6rganos dentales se recortaron en sentido transversal con un disco de
diamante con el objetivo de estandarizar la longitud a 14mm (midiendo a partir del

apice anatémico hacia cervical).

- Por medio de limas tipo k calibre #10 K-FILE® (Dentsply Maillefer. Ballaigues,
Suiza) se patentizé el conducto de cada oOrgano dental y se determind la
conductometria al insertar la lima dentro del conducto hasta que sobresali6 del

foramen apical.

- Se realiz6 la preparacion mecdanica con sistema rotatorio Vtaper Gold Rotary file®

(FANTA) hasta lograr un ISO 30 en cada 6rgano dental.
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- Para evitar filtracion a través de los tubulos dentinarios, se cubrioé con 2 capas de
barniz para ufias la parte externa de cada érgano dental (incluyendo 1/3 apical y

superficie radicular).

- Los 42 6rganos dentales (OD) se dividieron en 3 recipientes de vidrio (1 recipiente
por grupo, cada uno con 14 OD). Se etiquetaron con el nombre de los grupos
experimentales correspondientes, es decir, Grupo Solucion Salina, Grupo NaOCI
18°C, NaOCI 38°C. Se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 121° con 1.5 atm
de presion (Fig.1).

Fig. 1 a) Recipientes de vidrio con 14 érganos dentales por grupo y b) autoclave que muestra la temperatura de
esterilizacién

- Se prepararon 22.24 gr. de agar cerebro corazén BHI diluido en 600 ml de agua
bidestilada, mezclando homogéneamente mediante agitacion constante vy

calentando hasta la disolucion completa del polvo (Fig. 2).

Fig. 2 a) Gramaje de polvo de BHI, b) Dilucion en agua bidestilada ¢) Ebullicion de la preparacion final.
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- Posteriormente los recipientes se llenaron con 25 ml de BHI para esterilizarlos
durante 30 min a 121° (Fig. 3).

Fig. 3 Recipientes de vidrio con Infusion Cerebro Corazon BHI

- Las muestras se incubaron a 37°C durante 48 horas.

- Se inocularon 50 microlitros de Enterococcus faecalis en cada grupo (Fig. 4).

- Las 42 muestras fueron incubadas durante 3 semanas a 36°C y se revisaron cada

48 horas para realizar el cambio de BHI (Fig. 4).

Fig. 4 a) Inoculacion de 50 microlitros de E.faecalis por frasco b) Estufa de cultivo donde se incuban a 36°C

3. Fase experimental:

-Obtencién de hipoclorito de sodio al 2.5%:

19



El hipoclorito de sodio fue comprado bajo la marca comercial de Cloralex® con
una concentracion de 5.25%. Con base en esta concentracion, se aplico una
regla de 3 para poder obtener 100 ml de hipoclorito de sodio al 2.5%, de la
siguiente manera: por cada 476 ml de hipoclorito de sodio al 5.25%, se
agregaron 524 ml de agua bidestilada, obteniendo 1litro de hipoclorito de sodio

al 2.5% que se almacend en una botella rigida opaca, hasta su utilizacion.

- Cada espécimen se irrigd con una jeringa hipodérmica desechable estéril y aguja

metalica de salida lateral Endo Eze® (Ultraden Products.Inc.), ésta se introdujo en

el conducto de forma pasiva a 1 mm del foramen apical (Fig. 5).

Fig. 5 Irrigacion de 6rgano dental con jeringa hipodérmica y aguja de salida lateral

- La técnica de irrigacion fue pasiva, se usaron 2 ml de solucion y dependiendo el

grupo se siguieron las siguientes indicaciones:

Grupo solucién salina: Se irrigd con 2 ml de solucion salina a temperatura
ambiente.

Grupo hipoclorito de sodio 18°C: Con un termémetro de mercurio en contacto
con la solucion, se tomé la medida de la temperatura, obteniéndose un valor
de 18°C. A continuacion, se utilizaron 2 ml para irrigar cada 6rgano dental
correspondiente a este grupo.

Grupo hipoclorito de sodio 38°C: Se coloco hipoclorito de sodio al 2.5% en

matraz Erlenmeyer, se calentd y se controlo la temperatura con ayuda de

20



termémetro hasta obtener 38 °C. Se tomaron 2 ml de esta solucion de
hipoclorito de sodio precalentado para irrigar cada oOrgano dental

correspondiente a este grupo.

4. Obtencidon de la muestra:

- Se prepararon con solucion estéril 14 tubos de eppendorf por grupo.

- Para cada muestra, se utilizd una punta de papel estéril insertdndola dentro del
conducto a la longitud de trabajo durante 10 segundos. Se conservo en los tubos de

eppendorf previamente dispuestos (Fig. 6).

Fig. 6 a) Toma de muestra con punta de papel de érgano dental b) Tubo de eppendorf que conserva muestra de punta de papel

- El medio de cultivo se prepar6 utilizando 14 cajas Petri con agar cerebro-corazon

para cada grupo.

- Para el cultivo, se tomé la muestra de cada tubo de eppendorf con una micropipeta

y se sembré en la caja Petri con agar cerebro corazon (Fig. 7).
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Fig. 7 a) Toma de muestra de tubo de eppendorf con micropipeta b) Siembra de muestra en caja petri

- Las 42 cajas Petri fueron incubadas a 37 °C durante 48 horas en una

incubadora.

5. Recoleccién de resultados

- Después de 48 horas de incubacion, se procedio a revisar las cajas Petri (Fig. 8).

Fig. 8 Imagenes representativas de las cajas Petri de cada grupo, a) Solucion salina, b) NaOCI 18° y ¢) NaOCl 38°

- Se tomaron fotografias de cada caja Petri y con aplicacién digital Promega colony
counter se realizé el conteo de las unidades formadoras de colonias.

- Se registraron los resultados en una base de datos Excel.
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6. Eliminacion y manejo de desechos

- Se eliminaron los desechos y materiales siguiendo el protocolo de la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para el manejo de RPBI.
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VI.4.1 Andlisis estadistico

Los datos capturados en registro de Excel fueron procesados en el
programa GraphPad Prism para su analisis estadistico, el cual consisti6 en dos

fases; andlisis descriptivo y analisis comparativo.

En el andlisis descriptivo, se determinaron las medias y las desviaciones

estandar del conteo de unidades formadoras de colonias correspondientes a cada

grupo.

En el andlisis comparativo se establecié un alfa de 0.05 para determinar
significancia estadistica. Se aplicd la prueba estadistica de Kruskall-Wallis para
determinar si existian diferencias estadisticamente significativas del conteo de UFC
entre los grupos de comparacion y posteriormente se realiz6 la prueba de Dunn
como Post-hoc para identificar entre que grupos se encontraban las diferencias

estadisticas.
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VI.4.2 Consideraciones éticas

En el presente estudio se utilizaron érganos dentales que se consiguieron
a través de pacientes a quienes se les realizd la extraccion por enfermedad
periodontal e indicacion protésica y quienes donaron dichos érganos con el Unico

objetivo de realizar esta investigacion sin fines de lucro.

Fueron recolectados con las medidas de higiene pertinentes para evitar

contaminacion o infecciones cruzadas.

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio de investigacion
odontologica multidisciplinaria de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Querétaro, cumpliendo con los protocolos de seguridad para el
manejo de residuos bioldgicos infecciosos. El material de desecho fue almacenado
en la zona establecida para su recoleccion (previamente esterilizado, sellado y

rotulado para su manejo).
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VIl. Resultados

En el cuadro 1 se presentan los valores de unidades formadoras de colonias
(UFC) de Enterococcus faecalis en contacto con los tres grupos experimentales;
Solucioén salina (grupo control) con un promedio de 203 UFC, hipoclorito de sodio a
18°C con un promedio de 5.35 UFC e hipoclorito de sodio a 38°C con un promedio
de 3.78 UFC. Se observa que al comparar los grupos se obtuvo un valor de P <
0.0001, lo que implica diferencia significativa por lo que se decide hacer la prueba

de Dunn.

Cuadro 1. Comparacién de las Unidades Formadoras de Colonias de Enterococcus faecalis en los 3 grupos
experimentales

Grupo Solucién Salina (C) NaOCI 18°C NaOCl 38°C vValor de P
(n=10) (n=14) (n=10)
X+ DE
(Rango)
UFC Enterococcus 203+82.14 5-35¢4.71 3.78x251 <0.0001
faecalis (114-340) (1-15) (1-8)

NaOCI: Hipoclorito de sodio; UFC: Unidades formadoras de colonias; X: Promedio; DE: Desviacién estandar.

Prueba de Kruskall-Wallis.

En el cuadro 2 se muestra el andlisis de Dunn en donde se confirma que el
grupo de Solucién Salina mostré una diferencia significativa contra los grupos de
hipoclorito de sodio a 18°C y a 38°C. También se observa que, en los grupos
hipoclorito de sodio a 18°C e hipoclorito de sodio a 38°C, la diferencia no fue

estadisticamente significativa con un valor de P > 0.9999.

Cuadro 2. Comparacién de UFC Post Hoc entre grupos

Grupo 1 Grupo 2 Valor de P
Solucién Salina (C) NaOCI 18°C 0.0002
Solucién Salina (C) NaOCI 38°C < 0.0001

NaCOCl 18°C NaOCI 38°C >0.9999

Prueba Dunn
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VIIl. Discusion

Las bacterias y sus productos metabdlicos son los principales factores
causales de la infeccién pulpar y periapical (Siquiera et al., 2004). Lograr una
esterilizacion total del sistema de conductos radiculares puede ser una tarea
imposible. Por ello, el principal desafio en la endodoncia actual consiste en disminuir
la carga bacteriana hasta el punto que permita al propio sistema de defensa del
organismo conseguir la curacion, asi pues, considerando que se trabaja en un

sistema de conductos interna y anatomicamente muy complejo (landolo et al. 2017).

Para este propésito se usan soluciones irrigantes como el hipoclorito de
sodio que, en mayores concentraciones conduce a una mayor eficacia. Sin
embargo, también conlleva riesgo alto de citotoxicidad, Sapngberg et al. (1973)
demostraron que el hipoclorito de sodio al 5.25% era considerablemente mas fuerte
de lo necesario para eliminar cepas bacterianas cominmente encontradas en
conductos radiculares infectados, por tal motivo, en la presente investigacion se
decidié utilizar una concentracion al 2.5%. Ahora bien, para garantizar la eficacia de
concentraciones bajas, se sugieren muchos métodos tales como; prolongar el
tiempo de trabajo, aplicar vibraciones ultrasénicas y calentar la solucion de irrigacion
(De Santis et al., 2022).

En este estudio, se investigd el efecto del hipoclorito de sodio al 2.5% a
temperatura ambiente frente al mismo agente precalentado a 38°C en la irrigacién
de conductos radiculares contaminados con Enterococcus faecalis. A pesar de
nuestras expectativas iniciales, los resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que se rechaza la hipétesis de trabajo que fue

planteada.

Estos hallazgos coinciden con estudios anteriores que también han
encontrado resultados similares en términos de la comparativa de diferentes

temperaturas del hipoclorito de sodio en la desinfeccion endododntica. Por ejemplo,
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Donald Raphael et al. (1981), discuten que la eficacia del NaOCI en la eliminacion
de 3 cepas bacterianas, incluido Enterococcus faecalis, no se vio afectada
significativamente por la temperatura. Este hallazgo respalda este protocolo, donde
se observa que a pesar de las diferencias de temperatura del agente irrigador, no
se visualiza un impacto claro en la efectividad antibacteriana contra Enterococcus

faecalis.

Esto difiere de otros estudios, la discrepancia en resultados puede deberse
a la marca comercial usada, a la concentracion, temperatura y propiedades del
NaOCI o a las cepas evaluadas. Como ejemplo, Walter T. et al. (1980) compararon
la capacidad de las soluciones de NaOCI a 21°C y 37°C en una concentracion de
2.6% para reducir cultivos plancténicos de S. aureus, S. sanguis, E. coli, P. vulgaris
y B. subtilis y concluyé que el tiempo para eliminar cultivos bacterianos se redujo
significativamente a 37°C. En primer lugar, se estudian cepas bacterianas distintas;
es importante considerar que Enterococcus faecalis es conocido por sus
caracteristicas microbianas y microbiolégicas que le confieren capacidad de resistir
ambientes hostiles, incluyendo los tratamientos de irrigacion con agentes quimicos
(Rocas et al.,2004; Ramachandran, 1987). Segundo, Walter et al. (1980) evaluaron

el tiempo, variable que no se incluye en la presente investigacion.

Gulsahi et al. (2014) informaron que el tiempo de irrigacion fue mas efectivo
que la temperatura al eliminar Enterococcus faecalis, quiza haya un punto 6ptimo
de exposicién al irrigante que se alcanz6 en este estudio y que podria explicar la
falta de diferencia significativa entre las temperaturas. Macedo et al. (2014),
afirmaron que la eficacia del NaOCI en la dentina mejora mediante el tiempo de

exposicién y recambio.

A pesar de que Sirtes et al. (2005) reportaron un aumento de hasta 100
veces la efectividad para eliminar Enterococcus faecalis del NaOCl al 1% a
temperatura de 60°C frente a NaOCl a 20°C o 45°C, el resultado experimental de

este protocolo no demostré una ventaja clara una sobre la otra (precalentado o a
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temperatura ambiente). Es posible que la concentracién de hipoclorito de sodio al
2.5% en ambos grupos haya sido suficientemente alta para ejercer un efecto
antimicrobiano considerable, independientemente de la temperatura de irrigacion.
Se ha demostrado que el NaOCI destruye microorganismos diana rapidamente,
incluso en concentraciones bajas; algunos estudios clinicos como el de Bystrom et
al. (1985) y Cvek (1976) no observaron una diferencia significativa en el efecto
antibacteriano entre las concentraciones del 0.5% y 5% de NaOCI. Estos estudios
concuerdan con Siquiera et al. (2000) quien evalué los efectos de 3 soluciones de
NaOCI (1%, 2.5% y 5.25%) sobre Enterococcus faecalis mediante la prueba de
difusibn de agar, aunque todas las soluciones redujeron el total de células

bacterianas no hubo diferencias significativas entre las 3 soluciones ensayadas.

Es importante reconocer las limitaciones de nuestro estudio, como la
utilizacion de un modelo in vitro que puede no reflejar completamente las
condiciones clinicas reales o algunos factores en la metodologia utilizada que

podrian haber influido en los resultados, entre los que se pueden mencionar:

El aumento de la temperatura fue moderado, aunque autores mencionan
gue este aumento mejora la eficacia de las soluciones de hipoclorito (Giardino et al.,
2016; Kamburis et al., 2003; Gulsahi et al., 2014; Sirtes et al., 2005), la transferencia
de calor a tejidos periodontales adyacentes a través de la dentina podria representar
un problema clinico tal y como concluyen Eriksson y Albrektsson (1983) quienes

mencionan que la temperatura para dafio 6seo es de 47°C.

Si bien no se conoce la influencia de la temperatura del irrigante calentado
en tejidos circundantes, para este estudio se seleccioné la temperatura maxima de
38°C ya que es muy cercana a la temperatura corporal y ademas razonablemente
facil de lograr en un entorno clinico. Debido a la configuracion del experimento fue
dificil mantener esa temperatura estable. Mas aun, landolo et al. (2017) mencionan

gue un aumento de 10° por encima de la temperatura ambiente es insuficiente.
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Para algunos autores el precalentamiento del hipoclorito de sodio fuera del
conducto tiene una utilidad limitada debido a su rapido equilibrio a la temperatura
corporal y a la temperatura ambiente (Cunningham y Balekjian, 1980) asi pues,
como mencionan Macedo et al. (2014) tras la inyeccion dentro del conducto, la
temperatura del irrigante puede descender rapidamente y por lo tanto la mejora en
sus propiedades podria durar poco tiempo, es por eso que se recomienda un

calentamiento in situ del NaOCI.

En los resultados de la prueba de Dunn, se observa diferencia significativa
de las soluciones en ambas temperaturas respecto al grupo control de solucién
salina, con ese resultado y con la falta de diferencia significativa entre precalentar o
no la solucion de irrigacion, desde una perspectiva clinica, se sugiere que ambos
métodos podrian ser igualmente efectivos en la descontaminacion inicial de
conductos infectados con Enterococcus faecalis, teniendo implicaciones clinicas
importantes en términos de seleccion de protocolos clinicos, costo-beneficio y
comodidad para el paciente durante el tratamiento endoddntico.
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IX. Conclusiones

Este estudio concluye que el hipoclorito de sodio a 18°C o a 38°C, en
concentracion de 2.5%, presenta la misma actividad antimicrobiana frente a

Enterococcus faecalis.
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IX. Propuestas

Se propone investigar la accién antimicrobiana del hipoclorito de sodio
precalentado frente a algun otro dominio como hongos u otra cepa bacteriana
también presentes en las biopeliculas.

Se propone investigar y comparar la accion antimicrobiana de una
concentracion minima de NaOCI a temperatura sobre 60°C o mas, frente a
una mayor concentracion a temperatura ambiente.

Se propone investigar la comparativa en aumento de temperatura de
hipoclorito de sodio controlando variables como tiempo y concentracion.

Se propone investigar la comparativa de aumentar en mayor medida la
temperatura de hipoclorito de sodio con otro método como activacion

ultrasénica.
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XI. Anhexos

X1.1 Hoja de recoleccion de datos

RESULTADOS

No.Caja de Petri UFC No.Caja de Petri UFC No.Caja de Petri UFC

1 138 1 4 1 2

2 2 2

3 3 3

4 289 4 2 4

5 286 5 5 2

6 14 6 2 6 2

7 114 7 7 4

8 208 8 8

9 247 9 4 9 4

10 10 10 2

11 4 11 2 11 4

12 12 3 12 3

13 3A( 13 [ 13 4

14 128 14 3 14 '
PROMEDIO 203 5357142857 3.785714286
Desv. Estandar 82 14080063 4 716699349 2516975335
Rango (114-340) (1-15) (1-8)
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